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INTRODUZIONE 
 
L’overdose da stupefacenti rappresenta una delle principali cause di mortalità giovanile 
evitabile tra i giovani europei, anche se negli ultimi anni si è registrato un miglioramento 
dovuto alle politiche antidroga svolte da diversi paesi dell’UE. Restano comunque alcune 
zone, come l’Europa settentrionale, dove si assiste ad una tendenza inversa, i decessi per 
overdose restano relativamente elevati e sono in aumento [1]. 
La maggior parte dei decessi per overdose si riscontra in soggetti che hanno assunto 
sostanze differenti, spesso in un mix letale. Per questo motivo l’attribuzione della causa di 
morte è spesso problematica, essendo dovuta all’azione sinergica di più sostanze. 
Sebbene a una determinata dose una singola sostanza può non rappresentare un pericolo 
mortale per il soggetto, l’assunzione concomitante di più sostanze può dare origine a un 
effetto di potenziamento sinergico che aumenta esponenzialmente l’effetto delle 
sostanze e moltiplica i rischi per l’individuo che la assume [2]. 
Con la continua immissione nel mercato nero della droga di nuove sostanze psicoattive, si 
teme di non riuscire a individuare quali tra queste sia la causa principale di rischio di 
morte tra i consumatori. L’elevata potenza di alcune sostanze sintetiche comporta un 
aumento della difficoltà nel rilevamento di queste molecole in quanto bastano bassissime 
dosi per dare l’effetto desiderato, e si ritrovano quindi in bassissime concentrazioni nel 
sangue. 
Il mercato nero della droga da anni rivolge la sua attenzione alle molecole sintetiche in 
quanto, attraverso semplici modifiche strutturali, è possibile ottenere un numero 
potenzialmente illimitato di sostanze con attività paragonabile se non addirittura 
superiore agli analoghi di partenza. Inoltre, queste nuove molecole non possono essere 
considerate illecite finché non vengono riconosciute ufficialmente come tali in seguito al 
loro inserimento nelle Tabelle Ministeriali [3]. Il mercato di queste “nuove droghe” 
(chiamate designer drugs) è molto vasto, in quanto comprende numerose famiglie di 
derivati, quali i cannabinoidi sintetici, le piperazine, le fenciclidine, i catinoni e le 
feniletilemine. Queste ultime, il cui capostipite è l’amfetamina, costituiscono la famiglia 
più numerosa e storicamente più importante.  
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Facendo riferimento alla legislazione italiana, come già anticipato, una sostanza, per 
essere considerata illegale, deve essere iscritta nelle tabelle delle sostanze stupefacenti e 
psicotrope. 




 Oppio e derivati oppiacei (morfina, eroina, metadone ecc.) 
 
 Foglie di Coca e derivati 
 
 Amfetamina e derivati amfetaminici  
 
 Allucinogeni (dietilammide dell’acido lisergico - LSD, mescalina, psilocibina, 















Le tabelle sono aggiornate generalmente con Decreto ministeriale (pubblicato sulla 
Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana) ogniqualvolta se ne presenti la necessità, cioè, 
ad esempio, quando vengono modificate le liste delle sostanze classificate a livello 
internazionale come stupefacenti o psicotrope; quando una sostanza diventa oggetto di 
abuso; quando qualche nuova droga viene immessa nel mercato clandestino; o ancora 
quando viene registrato un nuovo medicinale ad azione stupefacente o psicotropa. 
A causa della crescente diffusione di droghe sintetiche amfetaminiche, è diventato molto 
importante disporre di metodi analitici rapidi ed affidabili, che permettano di rilevare e 
quantificare tali sostanze. La rapidità di analisi è spesso un passo critico, soprattutto in 
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ambito clinico, dove una rapida identificazione e quantificazione della sostanza è di 
fondamentale importanza. 
La determinazione qualitativa e quantitativa dei derivati amfetaminici nelle matrici 
biologiche complesse, consente sia di effettuare accertamenti analitici in caso di 
intossicazione in atto o recente, sia di individuare eventuali condizioni di utilizzo cronico 
di una sostanza. Un altro fattore importante è il monitoraggio della diffusione fra i giovani 





“Determinazione analitica di designer drugs amfetamino-simili in matrici complesse” 
Tesi di Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo in Scienze Farmaceutiche, XXVIII ciclo 
 Università degli Studi di Sassari 
AMFETAMINE 
 
Le amfetamine sono una classe di composti sintetici con attività stimolante sul sistema 
nervoso centrale, appartengono alla classe degli psicoanalettici, e precisamente dei non 
analettici (stimolanti della vigilanza).  
Il target molecolare dell'azione farmacologica della amfetamine è il trasportatore delle 
monoamine (dopamina, serotonina, noradrenalina) ed in particolare al trasportatore della 
dopamina (DA). Quest’ultima sembra avere un ruolo centrale nella mediazione delle 
principali proprietà degli psicostimolanti: l’aumento dell’attività motoria e il rinforzo [4]. 
Il meccanismo d'azione consiste nel blocco del riassorbimento della DA a livello della 
membrana presinaptica, provocando la diffusione di quest’ultima nello spazio 
intersinaptico. 
A livello centrale, l'amfetamina compete con la DA per il legame col suo trasportatore, 
viene così trasportata all’interno del citoplasma attraverso un meccanismo di antiporto 
dove esplica la sua funzione, ossia quella di favorire la fuoriuscita della DA nello spazio 
extracellulare. 
La stimolazione a livello del sistema nervoso centrale avviene a diversi livelli: vengono 
stimolati i centri della respirazione localizzati nel midollo allungato e viene prolungato lo 
stato di attivazione della formazione reticolare, da cui derivano l'insonnia e 
l'ipereccitabilità. Un secondo importante effetto è quello deprimente sul sistema nervoso 
centrale, e più precisamente sui centri ipotalamici della fame, dal quale deriva la 
proprietà anoressizzante. Il sito d’azione è probabilmente localizzato nel centro della 
nutrizione situato nell’ipotalamo laterale; l’iniezione di amfetamina in questa area, ma 
non nel centro della sazietà localizzato in zona ventro-mediale, annulla la richiesta di cibo. 
Nell’uomo la tolleranza alla soppressione dell’appetito si sviluppa velocemente; quindi, in 
genere, non si osserva una perdita di peso continua in individui obesi, se questi non sono 
contemporaneamente sottoposti a restrizioni alimentari. 
Infine, riducono la durata del sonno REM (la fase del sonno in cui si sogna), effetto che è, 
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Dopo somministrazione cronica si registra un aumento marcato e prolungato dei livelli 
extracellulari di DA; ciò è dovuto ad un aumento dell’esocitosi del neurotrasmettitore, 
una modificazione nella funzionalità dell’enzima tirosina idrossilasi, con conseguente 
promozione della sintesi di neurotrasmettitore, e una diminuzione della sensibilità degli 
autorecettori D2 situati sul neurone dopaminergico, con conseguente rilascio di DA per 
compensazione. 
Alla base dei meccanismi che portano alla dipendenza fisica e psichica di queste sostanze, 
vi sono delle modifiche permanenti nella rete neuronale dell'individuo che ne fa un 
utilizzo cronico. Si assiste ad un aumento della cascata di trasduzione del segnale dovuta 
dalla stimolazione dei recettori D1, che porta all'espressione di geni precoci e 
neurotrofine che a loro volta determinano l’aumento della trascrizione e 
conseguentemente della sintesi di subunità recettoriali, trasportatori, e un incremento 
del numero delle spine dendritiche e delle sinapsi. 
Gli effetti psichici di queste sostanze dipendono dalla dose, dallo stato mentale e dalla 
personalità dell’individuo. I principali risultati prodotti da una dose orale di 10-30 mg 
includono insonnia, iperattività mentale, diminuzione del senso di fatica, miglioramento 
dell’umore con aumentata intraprendenza, sicurezza dei propri mezzi e maggiore capacità 
di concentrazione. Spesso si manifestano esaltazione, euforia ed un aumento dell’attività 
motoria e verbale. Utilizzando dosi di amfetamine ancora più elevate si possono 
osservare disturbi della percezione e comportamenti psicotici. Questi effetti possono 
essere dovuti al rilascio di 5-idrossitriptamina (5-HT) da parte dei neuroni serotoninergici 
e di dopamina nel sistema mesolimbico. Inoltre l’amfetamina può svolgere un’azione 
diretta sui recettori per la 5-HT a livello centrale. 
L’amfetamina e le altre ammine simpatico-mimetiche posseggono un ridotto effetto 
analgesico, non abbastanza pronunciato da poter essere utilizzato in campo terapeutico; 
tuttavia l’amfetamina può potenziare l’analgesia prodotta da farmaci come la morfina o 
simili [8]. 
L’amfetamina stimola il centro respiratorio, aumentando la frequenza e la profondità 
della respirazione. Nell’uomo dosi normali del farmaco non producono un aumento 
apprezzabile della frequenza respiratoria o del volume/minuto; nonostante ciò 
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l’amfetamina può stimolare la respirazione quando questa risulti ridotta da farmaci ad 
azione centrale. L'uso ricreativo e illecito di amfetamine è un problema che riguarda tutto 
il mondo: sono sostanze saldamente affermate sul mercato globale della droga illegale e il 
loro uso continua ad aumentare, con una significativa crescita in alcune parti del mondo 
che in precedenza avevano problemi molto piccoli riguardo l’utilizzo di sostanze sintetiche 
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DIFFUSIONE DELLE AMFETAMINE IN EUROPA 
 
Il mercato europeo degli stimolanti illeciti appare relativamente stabile; la cocaina 
continua ad essere lo stimolante di elezione nei paesi meridionali e occidentali, mentre 
l’amfetamina è più diffusa nei paesi settentrionali e orientali. 
Le differenze geografiche riguardanti l’utilizzo degli stimolanti sono evidenziate dagli studi 
sulle acque di scarico, sempre più in grado di fornire dati sui modelli di consumo di 
stupefacenti nelle città e in contesti specifici [10-11]. 
Dalla relazione europea sulla droga del 2015, redatta dall’Osservatorio Europeo delle 
Droghe e delle Tossicodipendenze [12] si denota un aumento costante della disponibilità 
di metamfetamina in Europa. La produzione di questa droga rimane appannaggio dei 
paesi dell’Est Europa che risultano essere anche i maggiori importatori dal Medio Oriente. 
Proprio da questi paesi dell’Unione parte il flusso di spaccio che investe quasi tutto il 
vecchio continente. Per la produzione di metamfetamina si possono individuare due aree 
principali: nei paesi baltici la produzione è concentrata nelle zone circostanti la Lituania, la 
cui produzione è destinata all’esportazione in Norvegia, Svezia e Regno Unito. La seconda 
area di produzione è circoscritta alla Repubblica Ceca e i Paesi vicini alla Slovacchia. 
Proprio in quest’ultima area, nel 2011 sono stati smantellati 350 siti di produzione, di 
questi, 338 erano piccoli laboratori situati nella sola Repubblica Ceca. Nel 2012, 
nell’Unione Europea sono stati segnalati 7000 sequestri per un ammontare di 0.5 
tonnellate. Altri 4000 sequestri, per 0.64 tonnellate, sono stati segnalati da Turchia e 
Norvegia, che nell’insieme hanno denunciato circa il doppio della quantità sequestrata 
nell’Unione Europea. 
Per quanto riguarda invece l’amfetamina, nel 2012 gli Stati membri dell’UE hanno 
segnalato 29000 sequestri, per un totale di 5.5 tonnellate; questo dato è aumentato 6.7 
tonnellate nel 2013 con un totale di 34000 sequestri; più della metà della merce 
sequestrata proveniva da Germania, Paesi Bassi e Regno Unito. Dopo questo aumento 
esponenziale dei sequestri, si è assistito ad un progressivo calo riassestandosi, nel 2013, ai 
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ECSTASY 
 
Discorso a parte va fatto invece per la 3,4-metilenediossimetanfetamina (MDMA) anche 
nota come ecstasy. Questa molecola fu il primo derivato amfetaminico ad essere studiato 
dalla Merck come farmaco anoressizzante [13,14], ma gli studi sull’applicazione in questo 
ambito furono insoddisfacenti e non furono approfonditi sino al 1968, quando negli Stati 
Uniti si diffuse a macchia d’olio per l’utilizzo voluttuario [15]. 
Dagli USA la diffusione di questa sostanza si spostò in Europa verso la metà degli anni’80 
per arrivare poi in Italia verso la fine del suddetto decennio dove iniziano a notarsi le 
prime avvisaglie di produzione illecita spinte dal basso costo di produzione e le semplici 
procedure sintetiche [16]. 
Dai primi anni’90 ad oggi, si è assistito ad un progressivo miglioramento nella sintesi di 
questa sostanza inteso sia dal punto di vista qualitativo che quantitativo. 
Quello che preoccupa maggiormente, infatti, è la comparsa di polveri e pillole di ecstasy 
con un elevato grado di purezza; questo perché la produzione si è spostata dai vecchi 
laboratori domestici (“kitchen laboratories”) a veri e propri laboratori chimici ben 
attrezzati. In Belgio l’Europol ha smantellato due dei più grandi laboratori per la 
produzione di droga di tutta l’Europa, nei quali venivano prodotte grandi quantità di 
MDMA. 
Dopo la diminuzione drastica della produzione di MDMA che ha visto la diminuzione dei 
sequestri dai 23 milioni di compresse del 2002 ai circa 4 milioni del 2009, si è assistito a 
una variazione del trend con un progressivo aumento di produzione, e conseguentemente 
dei sequestri che ha portato nel 2013 al sequestro di quasi 10 milioni di compresse. 
Questa tendenza si riflette anche nei dati disponibili sul contenuto di MDMA delle 
compresse di ecstasy analizzate, in calo fino al 2009, e in aumento negli ultimi tre anni 
presi in esame. Nella Figura 1 è geograficamente rappresentata la distribuzione dei 
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Figura 1. 





“Determinazione analitica di designer drugs amfetamino-simili in matrici complesse” 
Tesi di Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo in Scienze Farmaceutiche, XXVIII ciclo 
 Università degli Studi di Sassari 
PRECURSORI 
 
Per avere un’idea ancora più chiara riguardo la tendenza all’utilizzo di determinate 
sostanze stupefacenti, è utile prendere in considerazione anche i dati riguardanti i 
sequestri dei precursori utilizzati per le loro sintesi. 
La maggior parte dei precursori presentano usi industriali legittimi, come la produzione di 
plastiche, di prodotti medicinali e cosmetici. Un esempio lampante è quello dell’efedrina 
che è normalmente utilizzata per la formulazione di farmaci ad azione decongestionante, 
ma che può essere impiegata anche per la sintesi di metamfetamina. La produzione e il 
commercio dei precursori chimici non possono essere vietati per via dei loro usi legittimi; 
il loro commercio e la loro movimentazione vengono attentamente monitorati. 
Nella Tabella 1 sono riportati i sequestri di precursori utilizzati per la produzione di 




MDMA o sostanze correlate Casi Quantità 
 
PMK (litri)  12 5061 
Safrolo (litri)  5 14411 
Isosafrolo (litri)  1 10 
Piperonale (kg)  10 1404 
PMK-glicidato (kg)  5 2077 
Amfetamina e metamfetamina  
BMK (litri)  5 32 
PAA, acido fenilacetico (kg)  7 322 
Efedrina, sfusa (kg)  15 13 
Pseudoefedrina, sfusa (kg)  11 64 
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Dai dati riportati si nota che il precursore sequestrato in maggiori quantità è l’APAAN 
(alfa-fenilacetoacetonitrile), utilizzato per la sintesi di BMK (benzilmetilchetone) che a sua 
volta viene impiegato nella produzione di amfetamina e metamfetamina; con il sequestro 
di 48000 kg si è impedita la produzione di oltre 22 tonnellate di queste sostanze. La 
produzione e la vendita di APAAN non erano controllate fino al 10 dicembre 2013, 
quando, nella Gazzetta Ufficiale dell’Unione Europea serie L  n.330, vengono introdotti 
due nuovi regolamenti in materia di precursori di droghe, il regolamento (UE) n. 
1258/2013 del Parlamento europeo e del Consiglio del 20 novembre 2013 [17], che 
modifica il regolamento (CE) n. 273/2004, e il regolamento (UE) n. 1259/2013 del 
Parlamento europeo e del Consiglio del 20 novembre 2013 [18], che modifica il 
regolamento (CE) n.111/2005. 
La principale novità introdotta con questi regolamenti riguarda l’inclusione dell’alfa-
fenilacetoacetonitrile o APAAN nella categoria 1 dei precursori di droghe, per cui gli 
operatori che intendono produrre o acquistare tale sostanza devono richiedere la licenza 
di produzione e detenzione. 
Per la produzione di MDMA, i precursori maggiormente sequestrati sono invece PMK 
(piperonilmetilchetone) e safrolo, che con i rispettivi 5061 kg e 13836 litri sequestrati, 
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VALIDAZIONE DI UN METODO ANALITICO 
 
Lo step fondamentale qualora si voglia compiere un'analisi quali-quantitativa riguarda la 
messa a punto e la validazione del metodo analitico che permetta l'identificazione e la 
quantificazione dell'analita d'interesse. 
Validare un metodo significa raccogliere una serie di dati sperimentali con lo scopo di 
dimostrare l’adeguatezza e la sensibilità del metodo, seguendo le linee guida 
internazionali che ne permettano l'adeguamento a standard comprovati [19-21]: facendo 
riferimento alla norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025 [22], “la validazione è la conferma 
attraverso l’esame e l’apporto di evidenza oggettiva che i requisiti particolari per 
utilizzazione prevista siano soddisfatti”.  
Per stabilire la validità del metodo sarà dunque necessario considerare diversi parametri 
statistici, quali specificità, accuratezza, precisione, linearità, range di linearità, limite di 
determinazione, limite di quantificazione. Qualora l'analisi venga fatta su matrici 
biologiche, è poi fondamentale validare una metodica estrattiva che permetta di estrarre 
l'analita dalla matrice, valutando successivamente, in fase di analisi, i recuperi e 
l'interferenza creata dalla matrice biologica (effetto matrice). 
Nella messa a punto dei metodi analitici validati nel corso dei tre anni del dottorato di 
ricerca sono stati studiati e determinati tutti questi parametri, il che ha consentito di 
ottenere una piena validazione dei metodi proposti. 
Tutti i metodi sono stati costruiti utilizzando come tecnica analitica la tecnica dello 
standard interno, l’utilizzo di questa tecnica permette di rendere le procedure analitiche a 
più stadi indipendenti da eventuali errori di diluizione, da variazioni del volume di 
campione introdotto nello strumento che effettua l’analisi, dal recupero di estrazione o 
da eventuali perdite di campione durante le varie fasi analitiche. L’indipendenza da tutti 
questi fattori è dovuta al fatto che, al momento della quantificazione, si opera in base a 
misure relative, e cioè all’area dell’analita rapportata all’area dello standard interno 
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SPECIFICITÀ 
 
La specificità è la capacità di un metodo analitico di individuare selettivamente l'analita di 
interesse in presenza di altre sostanze contenute nel campione da analizzare. Quando si 
lavora con matrici biologiche, la composizione del campione può essere alquanto 
complessa ed influenzare la risposta strumentale. Di norma la valutazione della specificità 
viene effettuata mediante l'analisi di campioni bianchi, valutando se al tempo di 
ritenzione dell'analita target siano presenti picchi che potrebbero causare interferenze; 
qualora sia presente un picco nelle vicinanze, un criterio di specificità per una 
determinazione cromatografica è che sia almeno 1.5 la risoluzione tra due picchi adiacenti 
calcolata secondo la formula: 
 
 
dove: tR indica il tempo di ritenzione e tW la larghezza del picco alla linea di base misurata 





Per accuratezza si intende il grado di concordanza tra il valore medio ottenuto da 
un'ampia serie di misurazioni e il valore accettato come vero. Può essere determinata con 
diversi metodi, uno di questi è la valutazione dei recuperi. 
Uno dei passaggi necessari nella validazione di un metodo analitico per l'analisi di matrici 
biologiche, è la concomitante validazione di una metodica estrattiva che permetta di 
separare l'analita dalla matrice. Il parametro più importante per considerare un metodo 
estrattivo adatto all'analisi da svolgere, è il recupero. 
Questo parametro è un indice della capacità del metodo di estrarre l’analita dalla matrice 
da analizzare; si calcola su diverse concentrazioni (in genere una bassa, una media e una 
alta all’interno del range di linearità) effettuando 10 replicati per ogni campione. Si 
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ottiene dal confronto tra l’area del picco di una soluzione standard con l’area del picco di 
un estratto di matrice fortificato prima dell’estrazione alla stessa concentrazione, 
secondo l’equazione:  
 
Recupero (%) =   media aree picchi matrice fortificata    x 100  





Col termine precisione si intende il grado di concordanza delle singole misure che 
vengono effettuate applicando uno stesso metodo analitico su uno stesso campione 
omogeneo; maggiore è il numero delle misure effettuate, maggiore sarà l'indicazione 
sulla precisione. 
La precisione di una analisi può essere valutata in termini di ripetibilità delle misure; la 
ripetibilità è il grado di concordanza tra i risultati ottenuti da una serie di prove 
indipendenti effettuate da uno stesso operatore, con la stessa apparecchiatura e in un 
breve intervallo di tempo. Per la determinazione della ripetibilità di un metodo analitico 
devono essere effettuate un minimo di 9 prove su un minimo di 3 concentrazioni. 
Si può quindi parlare di ripetibilità inter-day quando le misurazioni vengono effettuate 
tutte nell’arco della stessa giornata, e ripetibilità intra-day quando le misurazioni vengono 
effettuate nell’arco di cinque giorni consecutivi. 
 
 
LINEARITÀ E RANGE 
 
La linearità di un metodo analitico è la sua abilità di dare risultati che sono direttamente 
proporzionali alla concentrazione degli analiti nei campioni all’interno di un determinato 
campo di validità. Viene determinata effettuando prove ad un minimo di 5 concentrazioni 
nell’intervallo di applicabilità del metodo con un minimo di 3 repliche. Deve essere 
verificata attraverso il calcolo del coefficiente di correlazione della curva di taratura 
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eseguita, quando possibile, con aggiunte standard alla matrice da analizzare. Perché si 
possa assumere la linearità del metodo sono generalmente accettati coefficienti di 
correlazione (r secondo il metodo dei minimi quadrati) pari almeno a 0.99 [19-21]. 
Dai dati delle prove di accuratezza, linearità, e precisione viene dedotto il range o campo 
di applicazione. Questo altro non è che l’intervallo di concentrazioni dell’analita 




LIMITE DI DETERMINAZIONE 
 
Il limite di rivelabilità, o rilevabilità, più comunemente chiamato limite di determinazione 
(LOD) di una procedura analitica corrisponde alla più piccola quantità di analita contenuta 
nel campione che produce un segnale significativamente diverso dal bianco, e che è 
quindi individuabile in modo statisticamente significativo. Il calcolo di questo dato è un 
requisito fondamentale. Può essere calcolato in modi differenti, ad esempio per via 
empirica, analizzando campioni della matrice da analizzare fortificati con l'analita 
d'interesse in concentrazioni via via minori fino ad identificare la concentrazione minima 
di analita in grado di dare un rapporto segnale/rumore (S/N)=3. 
Diversamente, il LOD può essere calcolato tenendo in considerazione il rapporto tra la 
deviazione standard della risposta e la pendenza della curva di calibrazione secondo 
l'equazione LOD = 3/S; in cui la deviazione standard viene generalmente calcolata su un 
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LIMITE DI QUANTIFICAZIONE 
 
Il limite di quantificazione (LOQ) ci dà un'indicazione sulla quantità minima di analita che 
può essere determinata quantitativamente con una adeguata precisione e accuratezza. In 
un'analisi quantitativa che occupa deve essere in grado di individuare anche piccole 
tracce di analita all'interno di un campione biologico, è fondamentale che il valore di LOQ 
sia al di sotto del valore soglia di cut off determinato per quell'analita in quella 
determinata matrice; solo in questo caso infatti, il metodo analitico può essere 
considerato adeguato per l'analisi che si vuole effettuare. 
Come il LOD, anche il LOQ può essere calcolato in diversi modi: sulla base del rapporto 
segnale/rumore, confrontando i segnali dati dai campioni contenenti quantità note di 
analiti in concentrazioni via via minori, con i segnali provenienti dai campioni bianchi; 
stabilendo cosi la concentrazione minima a cui l'analita è in grado di dare un rapporto 
segnale/rumore (S/N)=10. 
Alternativamente il LOQ può essere calcolato sulla base della deviazione standard della 





Quando si lavora con matrici biologiche come plasma, urina, fluido amniotico o capelli, 
l'analisi può essere resa difficoltosa dalla presenza di sostanze endogene presenti nella 
matrice, che potrebbero interferire con l'analisi e dare origine a risultati falsati. Questi 
interferenti possono coeluire con l'analita di interesse, generare uno ione-frammento 
isobarico o sopprimerne la ionizzazione con conseguente alterazione della risposta 
(aumento o diminuzione), provocando quello che viene detto, appunto, effetto matrice 
[23-25]. 
Questo fenomeno può compromettere l’affidabilità dei risultati. Eventuali problemi in tal 
senso si possono individuare analizzando campioni di matrice bianca con il metodo che si 
intende validare e confrontando l’area del picco di una soluzione standard con l’area del 
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picco di un estratto di matrice, fortificato dopo l’estrazione, alla stessa concentrazione, 
secondo l’equazione (percentuale di soppressione ionica o enhancement):  
 
Effetto matrice (%) = media aree picchi matrice fortificata - media aree picchi soluzioni standard x 100  
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SCOPO DEL LAVORO 
 
Da diversi anni il gruppo di ricerca del Dipartimento di Chimica e Farmacia coordinato dal 
Prof. Boatto conduce uno studio che si articola su due differenti fronti: uno riguardante la 
sintesi di standard analitici di nuovi designer drugs di probabile imminente immissione nel 
mercato clandestino [26-27], l’altro riguardante la progettazione e lo sviluppo di nuove 
metodologie analitiche per l’identificazione e la quantificazione dei designer drugs nelle 
più disparate matrici biologiche quali. 
Come precedentemente spiegato, l'uso ricreativo di amfetamine è un problema molto 
diffuso: si tratta di sostanze saldamente affermate sul mercato illecito mondiale; il loro 
uso è in crescente aumento, anche in quelle parti del mondo che fino a qualche anno fa 
facevano registrare uno scarso utilizzo di sostanze psico-stimolanti sintetiche [28]. La 
disponibilità di differenti metodiche analitiche consente da un lato di effettuare 
accertamenti in caso di intossicazione in atto o recente, dall’altro permette di individuare 
eventuali condizioni di utilizzo cronico della sostanza. Tali accertamenti consentono, 
inoltre, di monitorarne la diffusione di nuovi designer drugs fra i giovani. 
In questo contesto diventa sempre più importante disporre di strumenti che consentano 
di rilevare e quantificare molecole amfetamino-simili nelle più svariate matrici biologiche, 
in maniera tale da poterne verificare l’uso sia nei controlli anti-droga di routine che 
nell’ambito della tossicologia forense. 
Il progetto portato avanti durante i tre anni di Dottorato di ricerca ha previsto lo sviluppo 
e la validazione di tre differenti metodi analitici per la determinazione qualitativa e 
quantitativa un certo numero di molecole amfetamino-simili in tre differenti matrici 
biologiche (urina, capelli e fluido amniotico). 
In primo luogo è stato  messo a punto un metodo di screening nella matrice urina. La 
tecnica prescelta è stata la spettroscopia di risonanza magnetica nucleare all’idrogeno H1 
[29], caratterizzata da una sensibilità certamente inferiore rispetto ad altre metodiche di 
rivelazione (prima tra tutte la spettrometria di massa), ma dotata di un indubbio 
vantaggio: consente di attuare un’analisi veloce (il campione non necessita di alcun 
pretrattamento, ossia di nessuno step di estrazione e/o purificazione) e non distruttiva (il 
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campione non viene modificato o distrutto durante l’analisi, rimanendo disponibile per 
eventuali approfondimenti successivi). 
Gli altri due metodi analitici sviluppati utilizzano la cromatografia liquida accoppiata a 
spettrometria di massa tandem (LC-MS/MS) per identificare e quantificare 
simultaneamente differenti analiti target nel fluido amniotico [30] e nei capelli [31]. 
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MATERIALI E METODI 
 
Gli analiti target [amfetamina (AMF), metamfetamina (MET), 3,4-metilendiossi-N-
metilamfetamina (MDMA), 3,4-metilendiossi-N-etilamfetamina (MDE), p-
metossiamfetamina (PMA), p-metossimetamfetamina (PMMA), 3,4,5-
trimetossiamfetamina (TMA), 2,5-dimetossiamfetamina (DMA); 2,5-dimetossi-4-
metilamfetamina (DOM); 2,5-dimetossi-4-etilamfetamina (DOET); 2,5-dimetossi-4-
bromoamfetamina (DOB); 2,5-dimetossi-4-bromofeniletilammina (2C-B), 2,5-dimetossi-4-
iodofeniletilammina (2C-I), 2,5-dimetossi-4-etiltiofeniletilammina (2C-T-2) e 2,5-
dimetossi-4-n-propiltiofeniletilammina (2C-T-7)] sono stati acquistati da Lipomed AG 
(Arlesheim, Svizzera). Lo standard interno utilizzato nella messa a punto dei metodi LC-
MS/MS (2,3-dimetossifeniletilammina-d3, IS) è stato sintetizzato nel nostro laboratorio al 
suo massimo livello di purezza. L'acqua distillata e deionizzata è stata purificata con un 
sistema di filtrazione Milli Q (Millipore, Billerica, MA, USA). Altri reagenti e solventi sono 
stati ottenuti da Sigma Aldrich (Milano, Italia). Le singole soluzioni stock (1.0 mg/ml) sono 
state utilizzate per preparare le diluizioni seriali utilizzate per l'analisi. Tutte le soluzioni 
sono state conservate al buio a -20 ° C. Le colonnine SPE SupelTM-Select HLB (30 mg/1 
ml) sono state acquistate da Supelco (Bellafonte, PA); queste sono state montate su un 
vacuum VacElut (Sigma Aldrich, Milano, Italia).  
I campioni di urina e di liquido amniotico e capelli utilizzati per la preparazione di bianchi 




L’analisi spettroscopica è stata effettuata acquisendo gli spettri a 600,13 MHz con uno 
spettrometro Bruker Avance II 600 MHz (BrukerBioSpin GmbH Rheinstetten, Germania). 
L’aquisizione e il processamento degli spettri sono stati eseguiti in parte con il programma 
TOPSPIN 3.0 (Bruker GmbH, Karlsruhe, Germania), e successivamente utilizzando il 
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LC MS/MS 
 
L'analisi cromatografica è stata effettuata utilizzando un cromatografo Shimadzu LC-
20ADXR (Shimadzu Italia, Milano, Italia). La colonna utilizzata è una Kinetex C18 (50 x 2.1 
mm, particle size 2.6 µm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) dotata di pre-colonna (4 x 2.1 
mm, particle size 2.6 µm, Phenomenex). Lo spettrometro utilizzato è un triplo quadrupolo  
Applied Biosystem MDS Sciex (Concord, Ontario, Canada) API 2000, dotato di interfaccia 
Elettrospray (ESI). L'acquisizione dei dati è stata eseguita utilizzando la versione del 
software Applied Biosystem Analyst 1.6. La quantificazione è stata effettuata utilizzando il 
software Applied Biosystem  MultiQuant versione 2.1. 
 
ESPERIMENTI IN VIVO 
 
Il metodo messo a punto per la determinazione di designer-drugs amfetamino simili nei 
capelli è stato applicato ad un esperimeno in vivo.  Sono stati utilizzati ratti maschi Lister 
Hooded outbread di sette settimane, ottenuti da Harlan Laboratories (Indianapolis, IN, 
USA) che vengono mantenuti a temperatura e umidità costanti (24 ±1°C e 60 ±5%) con un 
ciclo luce-buio di 12 ore. 
Tutte le soluzioni utilizzate per l’analisi in vivo sono state conservate a -20 ° C al buio. I 
campioni di peli sono stati conservati in un ambiente asciutto e buio a temperatura 
ambiente fino al momento dell’analisi. Tutte le procedure sono state attuate secondo 
protocolli standard che tengono conto della Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences, 
Bethesda, MD, USA) e sono state approvate dalla Commissione Locale per l’Utilizzo e la 
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Metodo di screening per la determinazione in urina di cinque 
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SPETTROSCOPIA DI RISONANZA MAGNETICA NUCLEARE 
 
La Risonanza Magnetica Nucleare (dall’inglese Nuclear Magnetic Resonance, da cui 
l’acronimo NMR) rappresenta uno degli strumenti più validi che la scienza possiede oggi 
per osservare e comprendere fenomeni di diversa natura, nel campo della chimica, della 
fisica, della biologia e della medicina. I segnali NMR furono osservati per la prima volta 
nel 1946 da due distinti gruppi di ricerca, uno formato da Bloch, Hansen e Packard e 
l’altro da Purcell, Torrey e Pound [32]. 
La tecnica NMR è stata successivamente sviluppata diventando un potente metodo 
spettroscopico che consente di conoscere proprietà a livello sub‐molecolare di materiali 
di diversa natura, da composti organici e polimeri sintetici a molecole di grande 
importanza biologica come le proteine, gli enzimi, gli acidi nucleici in soluzione o allo 
stato solido. Questa tecnica viene più frequentemente impiegata per l’analisi strutturale 
in ambito sintetico, in quanto l’osservazione delle frequenze di risonanza di una 
molecola permette di scoprire informazioni sulla struttura della molecola; in questa 
maniera è possibile verificare la formazione corretta degli intermedi di reazione nonché 
dei prodotti finali. 
Nonostante il maggiore utilizzo nell’analisi strutturale, la tecnica NMR ha acquistato 
sempre più considerazione nel campo dell’analisi quantitativa. La sua potenza risiede nel 
fatto che esiste una proporzionalità diretta tra l’integrale di un segnale e il numero di 
nuclei da esso rappresentato. Inoltre, tutti i protoni dello spettro sono ugualmente 
sensibili, quindi la quantiﬁcazione non richiede calibrazioni o coefﬁcienti di estinzione 
speciﬁci per ogni composto. La spettroscopia NMR è stata utilizzata per determinare le 
concentrazioni di prodotti sintetici e biosintetici nonché metaboliti, cataboliti 
e composti endogeni. Tale tecnica, denominata qNMR (quantitation NMR), si è 
dimostrata particolarmente utile in campo metabolomico nell’identiﬁcazione e 
nell’analisi di farmaci e i prodotti naturali, confermando di possedere le doti di 
accuratezza e precisione richieste per diventare uno strumento quantitativo di routine. 
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Il vantaggio principale è rappresentato dal fatto che risulta essere una tecnica non 
distruttiva: il campione, dopo essere stato analizzato, può essere conservato per 
successive analisi; inoltre non necessita di una preventiva estrazione, il che porta ad un 
notevole guadagno di tempo sia nella fase di validazione che nell’analisi dei campioni 
reali.  
Per questi motivi la qNMR diviene una tecnica potenzialmente preziosa in fase di 
screening, analogamente ai test immunologici [33] col vantaggio che, rispetto a questi, 
necessita di un piccolo volume di campione. Inoltre si presenta come valido metodo ai 
fini di conferma e quantificazione in caso di risultati positivi, in alternativa ai più utilizzati 
metodi analitici come la gas cromatografia accoppiata a spettrometria di massa (GC-MS 
[34]) o la cromatografia liquida accoppiata a spettrometria di massa (LC –MS [35-36]). 
 
 
STABILITÀ E OMOGENEITÀ DEL CAMPO MAGNETICO 
 
Uno dei primi passi per impostare il lavoro di quantificazione con uno strumento NMR, è 
quello di ottenere un campo magnetico più stabile ed omogeneo possibile. Inizialmente, 
il campo magnetico all'interno dello spettrometro NMR sarà tutt'altro che omogeneo 
(generalmente viene valutato essere circa 100 volte peggiore rispetto all'omogeneità di 
un campo "ideale") a causa delle interferenze generate da campi magnetici provenienti 
dall’ambiente; quando vengono posizionati all’interno del campo magnetico la sonda e il 
campione stesso diventano leggermente magnetizzati, e ciò può causare disomogeneità. 
Per una corretta esecuzione di un esperimento NMR è necessario che le frequenze dei 
segnali rimangano costanti per tutta la durata dell’esperimento, in modo da poter 
addizionare un gran numero di “free-induction decays” (FID) per aumentare il rapporto 
segnale-rumore. Un FID è un insieme di punti che rappresenta il segnale ottenuto dal 
campione, è dunque costituito dalla somma di segnali smorzati di diversa frequenza;  
tuttavia, anche con il più moderno dei superconduttori, il campo magnetico subisce 
delle piccole variazioni nel tempo. 
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Per ottenere uno spettro NMR con una buona risoluzione è quindi necessario che il 
campo magnetico in cui il campione da analizzare è immerso sia stabile nel tempo e 
omogeneo nello spazio. Questi due parametri possono essere ottimizzati effettuando 
due differenti operazioni: il lock e lo shimming. 
Il field frequency lock o semplicemente lock, viene effettuato per compensare le 
variazioni del campo statico nel tempo, questo circuito usa come riferimento il segnale 
del deuterio del solvente; il campione è continuamente irradiato alla frequenza di 
risonanza del deuterio, se il campo magnetico varia, per una qualunque possibile 
interferenza, il deuterio va fuori risonanza (non assorbe più la radiofrequenza), a questo 
punto il sistema corregge automaticamente il campo magnetico riportando il deuterio in 
risonanza. 
Lo shimming è un’operazione che consiste nella correzione delle linee di forza del 
campo magnetico in modo da minimizzarne le disomogeneità. All’interno dello 
strumento una serie di bobine di shim circondano il campione, ciascuna di queste 
genera un campo magnetico molto piccolo con un particolare profilo spaziale che può 
essere utilizzato per modificare il campo magnetico principale. La corrente che 
attraversa ciascuna di queste bobine viene regolata fino a che il campo magnetico 
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SCELTA DEL SOLVENTE 
 
Nell’analisi spettroscopica NMR la scelta del solvente ricopre un ruolo fondamentale; 
questo  deve presentare determinate caratteristiche: 
1. deve dare un segnale che non interferisca con i segnali di interesse. Il solvente 
stesso dà origine inevitabilmente a segnali NMR: questi “picchi residui del solvente” non 
dovrebbero sovrapporsi con segnali del campione. Se ciò accadesse, infatti, sarebbe 
compromessa la lettura e l’individuazione dei segnali stessi; 
2. deve essere puro, privo di residui di acqua o qualunque altra impurezza; 
3. non deve essere né acido né basico in quanto variazioni anche minime di pH 
influenzano la posizione dei segnali nello spettro; 
4. deve avere una bassa viscosità: minore è la viscosità del solvente, migliore è la 
risoluzione dell’esperimento. 
Dal momento che il deuterio è decisamente il nucleo più comune per il canale di lock, e i 
solventi idrogenati potrebbero interferire con la misura dello spettro, il campione è 
generalmente solubilizzato in un solvente deuterato, ossia in un solvente in cui almeno il  
99% degli atomi di idrogeno è sostituito con atomi di deuterio. Solventi deuterati 
comunemente utilizzati sono D2O, acetone-d6, benzene-d6 e cloroformio-d, sebbene ne 
siano disponibili molti altri. 
Discorso diverso va fatto quando vengono analizzate matrici biologiche come urina e 
plasma, che contengono al loro interno H2O. In questo caso, il segnale del solvente può 
essere eliminato utilizzando particolari tecniche di soppressione, come meglio spiegato 









“Determinazione analitica di designer drugs amfetamino-simili in matrici complesse” 
Tesi di Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo in Scienze Farmaceutiche, XXVIII ciclo 
 Università degli Studi di Sassari 
SOPPRESSIONE DEL SEGNALE DEL SOLVENTE 
 
Come già anticipato, nell’analisi spettroscopica NMR di matrici biologiche, il problema 
principale è dovuto alla presenza di grandi quantità di acqua nel campione. 
Il segnale generato dall’acqua è talmente grande da sopprimere tutti gli altri segnali 
presenti nel suo intorno chimico, rendendo così illeggibile lo spettro. 
La possibilità di registrare spettri NMR in acqua è essenziale per lʹosservazione dei 
protoni soggetti a scambio chimico, nel nostro caso quindi per lo studio dei protoni dei 
gruppi NH presenti nelle amfetamine. Per questo motivo esistono tecniche di 
soppressione del segnale dell’acqua tra le quali la più utilizzata è la tecnica di 
presaturazione che tende a rendere minima la magnetizzazione del solvente quando 
viene applicato lʹimpulso [37]. In particolare il metodo consiste nel saturare il segnale 
del solvente eliminando la differenza di popolazione dei suoi livelli di spin mediante 
irradiazione continua del suo segnale di risonanza. Mediante la tecnica della 
presaturazione è possibile ottenere una diminuzione dellʹintensità del segnale fino ad un 
fattore dellʹordine di 103. Per ottimizzare lʹesperimento è necessario determinare gli 
opportuni valori dellʹintensità della radiazione e della sua durata. 
In questo lavoro, per presaturare il segnale dell’H2O, è stata utilizzata una tecnica 
chiamata Noesy-presat, che utilizza i gradienti e, sfrutta la sequenza di impulsi tipica 
degli esperimenti NOESY, con l’aggiunta di alcuni gradienti, per ottenere uno spettro con 
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ELABORAZIONE SPETTRO 1H-NMR 
 
Una volta acquisito il FID, su di esso vengono effettuate una serie di manipolazioni 
matematiche al fine di aumentare la risoluzione apparente e migliorare il rapporto 
segnale‐rumore (elaborazione o processamento dello spettro). Questo segnale nel 
dominio del tempo viene normalmente digitalizzato, per convertirlo in un segnale più 
facilmente comprensibile nel dominio delle frequenze, utilizzando un operatore 
matematico chiamato “Trasformata di Fourier” (FT). Prima di eseguire la FT vengono 
messi in opera due accorgimenti denominati “Zero filling” e “apodizzazione”.  
Lo Zero filling, è una tecnica di elaborazione dati in cui vengono aggiunti degli zeri alla 
parte finale del FID; poiché gli zeri non contengono nuove informazioni, non viene 
aggiunta alcuna nuova informazione allo spettro. In questo modo, si raddoppia il 
numero di punti nello spettro reale, ottenendo cosi un aumento della risoluzione nello 
spettro digitale. 
L’apodizzazione è invece un metodo matematico che consente di alterare il FID. Vi sono 
diversi tipi di apodizzazione, ma quella più usata consiste nel moltiplicare il FID per una 
funzione esponenziale. Attraverso questa operazione si può scegliere se aumentare il 
rapporto segnale rumore o la risoluzione dello spettro; ciò è possibile perché all’interno 
della funzione è presente un termine noto come line broadening il cui valore viene 
impostato dall’operatore, maggiore sarà il valore del line broadening, maggiore sarà il 
rapporto segnale rumore. Se invece si predilige migliorare la risoluzione dello spettro, il 
FID verrà moltiplicato per una funzione esponenziale negativa. 
Ottenuto quindi il vero e proprio spettro NMR tramite FT si procede con la fasatura dello 
spettro; questo procedimento può essere eseguito in automatico dal programma 
utilizzato per l’acquisizione, o manualmente dall’operatore. Spesso si predilige 
quest’ultima opzione poiché servendosi di differenti algoritmi di correzione, l’operatore 
livella la fase dello spettro sino ad ottenere una buona simmetria dei segnali e una linea 
di base più regolare. 
L’ultimo passo, particolarmente importante quando si intendono eseguire delle misure 
quantitative, riguarda la correzione della linea di base. La sola correzione della fase dello 
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spettro non basta per ottenere una linea di base lineare. Per migliorarla l’operatore può 
modificarla manualmente o utilizzare dei programmi specifici. Nel caso in cui si voglia 
effettuare un’analisi quantitativa è meglio utilizzare un programma in quanto si riduce la 
soggettività dell’operatore, ottenendo così una migliore riproducibilità della linea di 
base nei diversi spettri. 
In questo lavoro di tesi, ci si è serviti del programma MestReNova 8 (Mestrelab ricerca 
SL Santiago de Compostela, Spagna) [38]. Di questo programma è stato fondamentale 
l’utilizzo dell’algoritmo Global Spectrum Deconvolution (GSD); questo particolare 
algoritmo è in grado di individuare anche i picchi mal risolti presenti nello spettro, e 
calcolare le rispettive aree. Per questo motivo è considerato come un valido strumento 
per l'analisi quantitativa. Inoltre permette di selezionare i picchi generati dal solvente e 
altre sostanze interferenti presenti nella matrice, escludendoli dallo spettro, ottenendo 
così uno spettro sintetico pulito. Il synthetic spectra altro non è che la riproduzione 
migliorata dello spettro iniziale; in questo nuovo spettro non è presente il segnale del 
solvente che, benché soppresso dalla sequenza di impulsi (NOESY presat) utilizzata in 
fase di acquisizione, genera ancora un’interferenza con i picchi prossimi a questo 
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ERETIC 
 
L’ERETIC (Elettronical REference To acces In vivo Concentration) è uno standard di 
riferimento elettronico non nuovo nell’ambito dell’analisi quantitativa. Già nel 1999, 
Serge Akoka et al esaltavano i vantaggi dell’utilizzo dello standard elettronico di 
riferimento, a dispetto dello standard interno aggiunto manualmente alla soluzione da 
analizzare [39]. In particolare in questo studio  sono state effettuate due differenti analisi 
utilizzando come standard interno una volta l’ERETIC e una volta la Trimetilammina. I 
risultati hanno rivelato una migliore accuratezza dell’analisi con il metodo ERETIC, mentre 
la precisione è risultata pressoché paragonabile. Altro parametro valutato è stata la 
stabilità del segnale nel tempo: dopo aver ripetuto la stessa analisi una volta al mese per 
tre mesi consecutivi, gli autori sono arrivati alla conclusione che il segnale dell’ERETIC va 
tarato una volta al mese per ottenere un’analisi ripetibile.  Prendendo spunto da questo 
lavoro, abbiamo dunque proceduto alla creazione e la calibrazione del picco dell’ERETIC. 
Questo segnale viene generato dall’operatore, che ha facoltà di deciderne intensità e 
punto dello spettro in cui farlo ricadere (generalmente viene scelta una zona isolata in cui 
non vi siano altri segnali che potrebbero interferire al momento dell’integrazione). Una 
volta stabilizzato, il FID del segnale dell’ERETIC, sintetizzato sulla bobina del 13C, viene 
sommato automaticamente al FID dello spettro del campione ottenuto dalla bobina del 
1H; questo FID finale viene poi deconvoluto tramite FT a spettro NMR. Trattandosi di 
un’analisi quantitativa che utilizza uno standard interno, è necessario che al segnale di 
questo siano attribuibili un’area e una concentrazione. Il segnale dell’ERETIC, essendo un 
impulso generato dallo strumento, presenta un’area costante in tutti gli spettri, ma non 
una concentrazione, questa gli deve essere attribuita eseguendo la taratura del segnale. 
Questa taratura è stata effettuata confrontando il valore integrale dell’ERETIC con il 
valore integrale di un segnale di uno spettro del saccarosio (soluzione acquosa standard di 
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NMR BIDIMENSIONALE: HSQC 
 
L'esperimento di Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) è usato 
frequentemente in spettroscopia NMR di molecole organiche ed è di particolare 
rilevanza nel settore delle proteine. L'esperimento è stato descritto da Geoffrey 
Bodenhausen e DJ Ruben nel 1980 [40]. Lo spettro risultante è bidimensionale con un 
asse per H e l'altro per un heteronucleus, spesso C o N. Lo spettro contiene un picco per 
ogni singolo protone direttamente legato all’heteronucleus considerato. 
L'esperimento HSQC è un esperimento 2D NMR altamente sensibile ed è stato descritto 
in un sistema H-N, ma è applicabile anche ad altri nuclei come sistema H-C. Lo schema di 
base di questo esperimento comporta il trasferimento della magnetizzazione sul 
protone al secondo nucleo, che può essere N o C, utilizzando la costante di 
accoppiamento scalare tra H e C 1JHC. Dopo un ritardo di tempo, la magnetizzazione 
viene ritrasferita al protone e il segnale viene quindi registrato. Questo tipo di 
esperimento viene chiamato anche out and back, perché si parte dalla magnetizzazione 
sul 1H, questa viene trasferita da 1H a 13C (out), si acquisisce il 13C nella prima 
dimensione per poi tornare (back) sullo stesso nucleo da cui si è partiti. Il doppio 
trasferimento fa sì che l’esperimento sia molto più selettivo in quanto perché permette 
di osservare solo 1H e 13C che sono accoppiati tra di sé per effetto di 1J. 
Il grafico risultante che rappresenta lo spettro è un grafico tridimensionale, dove 
l’intensità è funzione di due frequenze, ogni picco definisce quindi due frequenze di 
risonanza, e quindi mette in correlazione i due nuclei che risuonano a quelle frequenze. 
Questo tipo di esperimento può essere utilizzato per confermare la presenza di un 
analita all’interno di un campione. Qualora vi siano dubbi nella lettura di uno spettro 
monodimensionale, o sull’attribuzione di alcuni segnali, lo spettro 2D viene in soccorso 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
Il metodo analitico messo a punto permette di rilevare e quantificare cinque tra le più 
comuni amfetamine presenti sul mercato clandestino: amfetamina (AMP), 
metamfetamina (MET), 3,4-metilenediossi-N-metilamfetamina (MDMA), 
metilendiossiamfetamina (MDA) e metilendiossi-N-etilamfetamina (MDE) (figura 2).  
Il metodo proposto ha fondamentalmente una valenza di screening in quanto permette di 
valutare in maniera rapida la presenza di uno degli analiti target nel campione analizzato 
e successivamente, in caso di risultato positivo, di quantificarlo. Questo studio amplia 
“l’orizzonte analitico” del gruppo di ricerca, fino ad ora basato su tecniche 
cromatografiche strumentali (LC/MS, GC/MS), introducendo la risonanza magnetica 
nucleare all’Idrogeno come valida alternativa. Come tipologia di matrice è stata scelta 
l’urina in quanto risulta essere la matrice biologica più utilizzata per valutare casi di 
intossicazione. L’urina è una matrice biologica abbastanza affidabile per verificare 
l'assunzione di amfetamine nel breve e medio termine [41], perché l'escrezione di queste 
sostanze avviene principalmente per via renale, laddove esse vengono eliminate 
principalmente in forma immodificata, insieme ai metaboliti idrossilati e/o deaminati 
[42]. 
L’escrezione urinaria è influenzata dal pH; nelle urine acide il 70% delle amfetamine 
vengono escrete nelle prime 24 ore e il 90% durante i primi 4 giorni; nelle urine basiche 
invece il 45% è escreto nelle prime 24 ore e il 70% entro 5  giorni dall’assunzione [43-44]. 
Il nostro lavoro risulta innovativo, dal momento che in letteratura è riportato un unico 
lavoro che utilizza la spettroscopia NMR per la determinazione quantitativa di 
amfetamine (in particolare MDMA) in matrici biologiche[45]  
Il lavoro è stato svolto nei seguenti passaggi: 
1. raccolta e preparazione dei campioni; 
2. messa a punto del metodo analitico; 
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PREPARAZIONE DEI CAMPIONI 
 
I campioni di urina sono stati raccolti da 10 soggetti sani che non assumono le sostanze 
oggetto di studio. A tali campioni è stata aggiunta un’aliquota di NaN3 (agente 
batteriostatico); dopo la raccolta, tutti i campioni di urina sono stati congelati e conservati 
a -80 ° C. I campioni di amfetamina standard alla concentrazione di 1 mg/ml in metanolo 
sono stati portati a secco e recuperati con 1.0 ml di D2O; 540 ml di questa soluzione sono 
stati aggiunti a 60 ml di una soluzione acquosa contenente il 10% di tampone fosfato (pH 
7.4, 1.5 M KH2PO4 in D2O) ottenendo una concentrazione di amfetamina di 0,9 mg/ml. Il 
valore di pH di tutti i campioni è stato controllato con il pH-metro (Hanna Instruments, 
Milano, Italia) ed è risultato di circa 7. È importante che il pH delle soluzioni sia lo stesso 
perché al variare del pH varia lo spostamento chimico di tutti i segnali dello spettro, 
inclusi quelli degli analiti di interesse. 
La soluzione così preparata è stata analizzata in 1H-NMR e da questa sono state eseguite 
due diluizioni, in modo da ottenere campioni contenenti amfetamine al 10% e 1% in 
tampone. 
Allo stesso modo sono state preparate sei diluizioni seriali di tutte le amfetamine nelle 
urine bianche; ottenendo campioni contenenti le amfetamine al 10%, 7%, 3,5%, 1%, 0,5%, 
0,25 % nelle urine.  
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Tabella 2  
















Molecole 10% 7% 3,5% 1% 0.5% 0.25% 
Amp 0.6656 
mM 






Met 0.603  
mM 




0.015  mM 
MDA 0.5021  
mM 




0.012  mM 
MDE 0.4342  
mM 






MDMA 0.5  mM 
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RICONOSCIMENTO DEGLI ANALITI 
 
Il passo fondamentale, dopo l’acquisizione degli spettri degli analiti, è il riconoscimento 
degli stessi all’interno dello spettro. A causa della complessità della matrice, gli spettri 
sono di difficile interpretazione. L’urina è un liquido a composizione ampiamente 
variabile; contiene un numero estremamente elevato di composti, la maggior parte di 
derivazione ematica. In condizioni normali l'acqua rappresenta circa il 95% in peso 
dell'urina; la rimanente frazione  è costituita da urea (2-2,5%), azoto (1-1,5%) e cloruro di 
sodio (1-1,5%); si possono inoltre ritrovare sali minerali (come sodio, calcio, potassio e 
magnesio), acido urico, pigmenti biliari, ammoniaca, eventuali metaboliti di farmaci e di 
altre sostanze assunte. 
Lo spettro che si ottiene da questa matrice è “coperto” per la sua intera estensione dai 
picchi di tutte le sostanza derivate dalla filtrazione glomerulare, ed è quindi comprensibile 
la difficoltà cui si va incontro nell’identificare e attribuire ogni segnale ad un determinato 
analita. 
Il riconoscimento e l’attribuzione dei singoli picchi sono stati eseguiti sovrapponendo 
nella stessa schermata lo spettro dell’urina fortificata con un‘amfetamina, quello 
dell’amfetamina standard di riferimento a pH 7 e quello di un campione di urina bianco 
(non fortificato). La figura 3 riporta la sovrapposizione così elencata per quanto riguarda 
l’MDA; le bande grigie indicano la porzione di spettro in cui è visibile la sovrapposizione 
dei segnali dell’amfetamina in analisi. 
Oltre il semplice confronto visivo sono state anche valutate le corrispondenze con le 
costanti di accoppiamento, i chemical shift, e le molteplicità dei picchi attribuiti agli 
spettri standard delle cinque amfetamine analizzate (tabella 3). 
Questa attribuzione non è sempre facile. In alcuni casi, infatti, il picco dell’analita ha 
un‘intensità di segnale troppo bassa e viene “sommerso” dai vari segnali della matrice; 
altre volte è appena visibile ma non chiaramente distinguibile. In questi casi è difficile, se 
non impossibile, discernere tra due differenti amfetamine, in quanto molto spesso i picchi 
univoci che differenziano l’una dall’altra, ricadono proprio nella porzione di spettro (1-4,5 
ppm) dove il segnale della matrice è più forte. 
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Nel momento in cui sono state riscontrate difficoltà nell’attribuzione dei segnali, si è 
ricorso all’esperimento bidimensionale HSQC descritto in precedenza. Questo 
esperimento è in grado di indicare quali segnali di 1H siano attribuibili a un determinato 
13C, permettendo di distinguere anche picchi che nello spettro 1D non sono visibili. In 
figura 4 è riportato a scopo esemplificativo lo spettro 2D 1H-13C HSQC dell’MDE, in rosso 
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Figura 3 
 Sovrapposizione di uno spettro di MDA Standard con uno spettro di urina fortificata 
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Tabella 3 







Carbon number 1 2 3 4 5 6 8 10 11 13 14 -NH  
1
H Chemical shift 
(ppm) 
-- -- 6.91 6.80 -- 6.87 5.99 3.01 2.84 3.58 1.28 2.70 3.37 
 
Integration -- -- 1 1 -- 1 2 2 3 1 3 3 1  
Peak multiplicity -- -- D D -- S S DD DD Q D S S  
13
C Chemical shift 
(ppm) 





Carbon number 1 2 3 4 5 6 8 10 11 12 -NH2  
1
H Chemical shift 
(ppm) 
-- -- 6.91 6.80 -- 6.87 5.98 3.85 2.85 3.55 1.30 2.25 
 
integration -- -- 1  1 -- 1 2 2 1 2 3 3  
Peak multiplicity -- -- D D -- S S S D Q D S  
13
C Chemical shift 
(ppm) 




Carbon number 1 2 3 4 5 6 8 10 11 12 14 15 -NH 
1
H Chemical shift 
(ppm) 
-- -- 6.91 6.81 -- 6.86 5.98 3.11 2.78 3.5 1.27 3.11 1.27 1.37 
integration -- -- 1 1 -- 1 2 4 2 1 6 4 6 1 
Peak multiplicity -- -- D D - S S M DD Q DD M DD S 
13
C Chemical shift 
(ppm) 
148.9 146.1 111.5 125.8 131.3 112.5 104.0 43.0 58.0 17.8 41.4 14.1 -- 
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Carbon number 1 2 4 4 5 6 7 8 9 -NH2    
1
H Chemical shift 
(ppm) 
7.32 7.36 7.32 7.42 -- 7.42 2.95 3.92 3.65 1.30 2.30   
 
integration 5 2 1 1 3 2    
Peak multiplicity M D S Q D S    
13
C Chemical shift 
(ppm) 





Carbon number 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 -NH  
1
H Chemical shift 
(ppm) 
7.32 7.37 7.32 7.42 - 7.42 2.91 3.10 3.54 2.72 1.28 3.36 
 
integration 5 3 2 1 3 3 1  
Peak multiplicity M DD DD Q S D S  
13
C Chemical shift 
(ppm) 
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Figura 4 
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VALIDAZIONE DEL METODO 
Il metodo è stato validato secondo le linee guida della "International Conference on 
Harmonization” (ICH) [46], determinando i seguenti parametri: 
 Range di linearità 
 Coefficienti di correlazione (R2) 
 Limite di determinazione (LOD) 
 Limite di quantificazione (LOQ) 
 Stabilità segnale ERETIC 
Per l’analisi quantitativa, è stato scelto uno specifico segnale per ogni amfetamina, 
selezionando quello che ricadeva in una regione dello spettro priva di interferenti. 
In particolare, per Amf, Met e MDA, è stato preso in considerazione il CH3 della catena 
alifatica, rispettivamente a 1.31, 1.27 e 1.30 ppm; mentre per MDMA e MDE è stato scelto il 
segnale del gruppo metilendiossi a 5.98 ppm. 
La quantificazione è stata effettuata calcolando il rapporto tra l'area del picco considerato 
per ciascun analita e l'area del picco generata dall’ERETIC, e utilizzando le curve di 
calibrazione precedentemente calcolate e riportate nelle figure 5-6-7-8-9. 
Come si può notare dai dati riportati in tabella 4, tutti i coefficienti di regressione lineare 
sono sempre molto vicini all’unità; questo è indice di una buona linearità e riproducibilità del 
metodo strumentale. 
Per valutare la stabilità del segnale ERETIC, l'affidabilità e ripetibilità del metodo, sono stati 
selezionati 10 spettri per ciascuna amfetamina, ed è stata valutata la costanza del rapporto 
dell'area ERETIC/TSP; la deviazione standard dei dati ottenuti è stata di 0,18; più basso è il 
valore della deviazione standard, migliore è la stabilità del segnale ERETIC. 
Per quanto riguarda il limite di determinazione (LOD), va specificato che, in un’analisi 
quantitativa NMR, il limite di rilevazione dipende dalla sensibilità dello strumento utilizzato: 
usando un campo magnetico elevato e una sonda moderna, questo diminuisce 
drasticamente. Il LOD è stato determinato applicando ai dati ottenuti dallo spettro 
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l'espressione (1), dove σ è la deviazione standard di y-intercetta delle rette di regressione e S 
è la pendenza della curva di calibrazione [46-47]. 
 
LOD =  (3.3 σ)/S     (1) 
ICH definisce il LOQ come la più bassa quantità di analita che può essere determinata 
quantitativamente con sufficiente precisione e accuratezza. Il LOQ è stato determinato in 
maniera analoga al LOD, applicando l'equazione (2) [46-47].. 
 
LOQ =  (10 σ)/S      (2) 
 
I LOD e i LOQ delle amfetamine analizzate vanno rispettivamente da 0.012 a 0.073 mM  e da 
0.071 a 0.115 mM (tabella 4). I valori di LOQ trovati mostrano che il metodo è adatto per la 
conferma della presenza di questi farmaci nei campioni di urina; sono stati infatti riportati 
casi forensi di intossicazione da MDMA dove la concentrazione di farmaco nelle urine era 
nell’ordine di µg/ml [48-50]. 
Non sono stati invece calcolati il recovery e l’effetto matrice in quanto non necessari per 
validare questo tipo di analisi che, come già detto,  non richiede la validazione di un metodo 
estrattivo, in quanto il campione viene analizzato tal quale; oltre ciò, non si riscontra alcuna 
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Tabella 4 













Amfetamina y = 0,150x + 0,048 0.997± 0.002 0.022 0.068 
Metamfetamina y = 0,089x + 0,007 0,985± 0.002 0.012 0.038 
MDA y = 0,179x + 0,058 0,976± 0.005 0.073 0.111 
MDE y = 0,314x + 0,025 0,978± 0.009 0.052 0.115 
MDMA y = 0,085x + 0,033 0,981± 0.004 0.045 0.071 
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Figura 5  
Curva di calibrazione dell’Amf 
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Curva di calibrazione dell’MDA 
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PARAMETRI ANALISI SPETTROSCOPICA 
 
Gli spettri NMR dei campioni di urina sono stati acquisiti a 600,13 MHz con uno spettrometro 
Bruker Avance II 600 MHz (BrukerBioSpin GmbH Rheinstetten, Germania) a 300 K con una 
sequenza di impulsi di soppressione noesypresatwater. Gli spettri 1H-NMR sono stati acquisiti 
utilizzando 128 FID, con una larghezza spettrale di 12335.526 Hz (20 ppm), un tempo di 
acquisizione di 2.73 s, un tempo di miscelazione di 60 ms, e un ritardo ciclico per impulso 
totale di 6.97 s. Prima di applicare la FT, i FID stati moltiplicati per una funzione esponenziale 
corrispondente a una linea di allargamento 0.3 Hz. Per l'analisi qualitativa, gli spettri 2D 1H-
13C HSQC sono stati acquisiti utilizzando 2K punti per 400 incrementi con 8 transitori per 
incremento, un ritardo di presaturazione di 3s per sopprimere il segnale dell’acqua e 65 ms 
per l'evoluzione di accoppiamento a lungo raggio. 
Gli spettri così ottenuti sono stati normalizzati con l'intensità del segnale NMR del gruppo 
CH3 del TSP (sale sodico dell’acido 3-(trimetilsilil)propionico-2,2,3,3-d4); è stata effettuata 
una correzione della linea di base con il programma TOPSPIN 3.0 (Bruker GmbH, Karlsruhe, 
Germania), e successivamente sono stati elaborati applicando l'algoritmo GSD (Global 
Spectrum Deconvolution), utilizzando il programma MestReNova 8 (Mestrelab ricerca SL 
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La crescente diffusione delle “droghe” sintetiche amfetaminiche, richiede di disporre di 
metodi analitici rapidi ed affidabili, che permettano di rilevarle e quantificarle. La velocità 
dell’analisi è spesso un passo critico, soprattutto in ambito clinico, dove una rapida 
identificazione e quantificazione della sostanza che è stata assunta potrebbero essere 
fondamentali per risolvere un'emergenza. 
Uno dei principali vantaggi del metodo sviluppato è la velocità; difatti, una volta tarato il 
segnale dell’ERETIC, è possibile avere dati certi e definiti in pochi minuti, poiché non è 
necessario alcun pre-trattamento del campione.  
Non essendo necessaria una preventiva estrazione della matrice, i tempi dell’analisi si 
accorciano in quanto non si deve applicare un metodo estrattivo con tutte le problematiche 
ad esso connesse. Oltre questo, va sottolineato che quello sviluppato è un metodo non 
distruttivo: il campione viene prelevato, analizzato e resta disponibile come tale per 
eventuali analisi successive. 
Infine, considerando che nei casi forensi sono state riportate concentrazioni in urina per 
analoghi dell'amfetamina come MDMA nell'ordine di µg/ml, la sensibilità del metodo indica 
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VALIDAZIONE DI UN METODO LC-MS/MS MULTIRESIDUALE PER L'ANALISI DI 
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SPETTROMETRIA DI MASSA TANDEM 
 
La spettrometria di massa è una tecnica di analisi particolarmente adatta per la 
determinazione e la quantificazione delle amfetamine nelle matrici biologiche. Il principio su 
cui si basa è la possibilità di separare una miscela di ioni in funzione del loro rapporto 
massa/carica (m/z), generalmente tramite campi elettrici e magnetici, statici o oscillanti. La 
presenza della carica, positiva o negativa, è un presupposto essenziale per analizzare le 
molecole nello spettrometro di massa, altrimenti non sarebbero soggette ai campi elettrici o 
magnetici presenti negli analizzatori. 
Uno dei punti di forza di questa tecnica è la selettività, in quanto è in grado  di riconoscere la 
struttura di una determinata sostanza anche se presente in miscela con altre. Oltre ciò, grazie 
all'elevata sensibilità è considerata la tecnica di elezione per l’analisi di sostanze di 
qualsivoglia struttura molecolare in matrici dalla variabile complessità, come quelle di origine 
biologica. 
Come tipologia di tecnica analitica ha ormai soppiantato la gas cromatografia accoppiata a 
spettrometria di massa [51-60], che richiede spesso uno step di derivatizzazione (che ha lo 
scopo di rendere gli analiti più volatili); tale reazione non sempre; questo rende l’intero 
processo più lungo, difficoltoso e costoso; inoltre la reazione di derivatizzazione non sempre 
ha rese quantitative; ciò inficia quindi anche l’affidabilità del metodo e dei risultati. 
L’accoppiamento LC-MS (liquido-massa) è stato sviluppato in tempi relativamente recenti; la 
cromatografia liquida era normalmente accoppiata ad altre tipologie di rilevatori, non è 
infatti possibile introdurre nello spettrometro di massa, che è un sistema ad alto vuoto, un 
liquido. Si è ovviato a tale problema grazie alla messa a punto di un particolare sistema di 
ionizzazione: la ionizzazione electrospray (ESI). 
Inizialmente l’ESI fu introdotta come una sorgente di ionizzazione adatta all’analisi di 
proteine, ma successivamente il suo uso fu esteso all’analisi di piccole molecole polari. Fu 
presto compreso che l’ESI poteva essere facilmente interfacciata ad una colonna HPLC 
ottenendo così alti livelli di sensibilità. Nella sorgente ESI, l’ago nebulizzatore collegato 
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all’uscita del cromatografo entra nella sorgente di ioni a pressione atmosferica dove una 
tensione ionizzante, applicata proprio lungo l’ago, determina la formazione di una 
nebulizzazione molto fine costituita da gocce cariche da un intenso campo elettrico di circa 
106 V/m. Questo campo elettrico è creato stabilendo una differenza di potenziale tra il corpo 
del nebulizzatore e un orifizio situato dalla parte opposta che funge da focalizzatore degli ioni 
prodotti nella sorgente, convogliandoli quindi dentro lo spettrometro di massa. Un flusso di 
gas inerte, detto gas nebulizzante entra nella sorgente passa all'interno della sorgente e 
viene a contatto con l'aerosol; qui le gocce sono esposte ad un flusso controllato di un gas 
riscaldato ad una preimpostata temperatura che causa l’evaporazione del solvente. Il flusso 
di gas inerte trasporta così le particelle cariche all’interno del rilevatore, un detector di massa 
“triplo quadrupolo” (LC-MS/MS) [61-63].  
 
Figura 6 
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Lo spettrometro di massa così composto (Figura 6), è costituito da tre quadrupoli posti in 
serie con funzione di filtri che trasmettono gli ioni secondo il loro rapporto m/z. In generale 
un quadrupolo è formato da quattro barre metalliche parallele; le coppie opposte sono 
collegate da una tensione di radiofrequenza, mentre una tensione a corrente continua le 
attraversa tutte. Gli ioni possedendo la carica sono soggetti al campo elettrico e si spostano 
tra le barre del quadrupolo. Utilizzando solo la radiofrequenza è possibile far passare tutti gli 
ioni mentre, impostando un determinato rapporto tra le due frequenza, è possibile far 
passare solo gli ioni con un determinato rapporto m/z. Nella rilevatore a triplo quadrupolo, il 
primo e il terzo quadrupolo hanno essenzialmente la funzione di filtro degli ioni, il secondo 
quadrupolo è invece chiamato camera di collisione, questo è il luogo in cui l’energia interna 
di uno ione aumenta attraverso la collisione con le molecole di gas, al punto da rompere i 
legami molecolari creando i così detti ioni prodotto. Questi ioni vengono ulteriormente 
filtrati dal terzo quadrupolo e infine arrivano al rivelatore. Nel rivelatore gli ioni creano una 
corrente che viene convertita in un impulso di tensione. Gli impulsi di tensione in uscita dal 
rivelatore sono direttamente proporzionali all’abbondanza degli ioni che entrano nel 
rilevatore. Questi impulsi vengono letti dal rilevatore che con queste informazioni genera un 
segnale che rappresenta l’intensità dello ione per un particolare valore di m/z. 
L’utilizzo di questo rilevatore consente di lavorare in diverse modalità; nella modalità "single 
reaction monitoring" (SRM) l'identità della molecola, e dunque il suo peso molecolare, sono 
noti a priori ed il primo quadrupolo è fissato su di un valore determinato di m/z; il terzo 
quadrupolo seleziona solo un determinato frammento. Qualora si utilizzi invece la modalità 
"multiple reaction monitoring" (MRM) viene selezionato più di un frammento, quindi, 
durante un’analisi, il riconoscimento della molecola target non avviene più in base al suo 
peso molecolare, ma in base a frammentazioni specifiche, il che permette di aumentare 
notevolmente la specificità del sistema di rivelazione [64]. L’utilizzo di questo rilevatore, 
grazie alla sua eccezionale sensibilità, permette di rendere routinarie determinazioni di 
concentrazioni dell’ordine di picogrammi. Inoltre, non si richiede la completa risoluzione dei 
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cromatogrammi, riducendo di conseguenza la durata delle corse e della preparazione dei 
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ESTRAZIONE SPE 
 
L'estrazione in fase solida (SPE), è un processo di preparazione del campione che permette di 
separare le molecole dell'analita di interesse, disciolte o sospese in una miscela liquida, dalle 
altre componenti della soluzione, in base alle differenti proprietà chimico-fisiche. Questo 
differente comportamento fa sì che sia possibile separare l’analita dagli interferenti della 
matrice biologica. Come tecnica può essere utilizzata per isolare gli analiti da una vasta 
gamma di matrici, come urina, sangue, acqua, bevande, suolo e tessuti animali [65-66]. 
Questa estrazione viene svolta utilizzando delle colonnine SPE impaccate con una 
determinata fase stazionaria; come tecnica sfrutta le capacità adsorbenti selettive della fase 
solida nei confronti del composto da isolare. In pratica, quando il campione viene fatto 
passare attraverso la colonnina, questo interagisce in maniera molto forte con la stessa, 
mentre le altre sostanze presenti del fluido in esame (presumibilmente una matrice 
complessa) fluiscono, senza interagire. L’adsorbimento tra analita e fase solida si ottiene in 
seguito a interazioni specifiche tra i gruppi funzionali dell’analita e il substrato della fase 
solida. Tra gli adsorbenti più utilizzati ci sono quelli silicei, prodotti dalla reazione tra 
organosilani e silicati attivi. Le proprietà di ritenzione degli adsorbenti silicei dipendono dai 
gruppi funzionali legati al substrato di silice, alla polarità del substrato e ai silanoli rimasti 
liberi sulla superficie. C18 è l’adsorbente più utilizzato per le interazioni non polari [67]. 
Una estrazione in fase solida tipica prevede cinque fasi fondamentali. Innanzitutto, la 
colonnina viene equilibrata con un solvente non polare o leggermente polare, che bagna la 
superficie e penetra la fase stazionaria. Successivamente viene fatta passare acqua o il 
tampone utilizzato per la preparazione del campione. Viene quindi caricato il campione; 
durante questa fase il campione passa attraverso la fase stazionaria, gli analiti polari 
interagiscono e vengono quindi trattenuti dalla fase stazionaria mentre le impurezze non 
polari e altre componenti passano attraverso la colonnina. Dopo aver caricato il campione, la 
colonnina viene lavata con un solvente non polare per eliminare eventuali impurezze 
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presenti. Infine l'analita viene eluito con un solvente polare o un tampone dal pH 
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INTRODUZIONE AL LAVORO 
 
Come ben noto, l’esposizione di un indi viduo a farmaci e più in generale a xenobiotici può 
indurre delle modifiche di differente entità al funzionamento fisiologico dell’organismo. In 
caso di abuso di una sostanza, queste modifiche possono andare a compromettere 
definitivamente alcune funzioni fisiologiche. Qualora ad assumere una determinata sostanza 
sia una donna in gravidanza, i potenziali eventi avversi vanno valutati su due differenti 
organismi, la madre e il feto. Esiste difatti una forte connessione tra il circolo sanguigno 
materno e quello fetale; in passato si pensava che la placenta fungesse da filtro e impedisse il 
passaggio di xenobiotici, ma studi successivi hanno invece mostrato l’opposto [68]. 
L’utilizzo di farmaci in gravidanza ha subito un aumento esponenziale negli ultimi anni [69], 
ma il dato che desta maggior preoccupazione viene da uno studio effettuato nel 2005 dal 
National Survey on Drug Use and Health dove è riportato che il 9.8% delle donne intervistate 
ha ammesso di avere assunto alcolici, il 18% di aver utilizzato tabacco e  il 4.3% di aver fatto 
uso di sostanze illegali nel corso dell'ultimo mese di gravidanza [70]. A conferma di questi 
dati allarmanti si aggiunge un altro studio, sempre del 2005, dove viene dimostrato che il 
17% delle donne che negano l'uso di cocaina, risulta invece positivo ad indagini analitiche su 
campioni biologici materni e/o neonatali [71]. Da questi studi risulta chiaro che l'abuso di 
sostanze nelle donne in gravidanza è in continuo aumento: negli ultimi decenni si è assistito a 
una rapida escalation della disponibilità e dell'utilizzo di sostanze psicotrope a scopo 
ricreativo. I problemi legati all'esposizione del feto a droghe ed alcol sono ben noti [72-73] e 
si ripercuotono sullo sviluppo e sulla salute del feto: sono state associate problematiche 
come il ridotto peso alla nascita, la riduzione della circonferenza cranica, possibilità di parto 
prematuro, sofferenza fetale e complicanze dal punto di vista ostetrico [74]. 
Le amfetamine sono tra le sostanze d'abuso più comunemente utilizzate per la loro potente 
attività psicoattiva; l'assunzione di queste sostanze nelle donne in gravidanza è dannoso per 
il feto poiché, essendo liposolubili, possono facilmente attraversare la placenta [75] e 
raggiungere il feto, provocando effetti dannosi [76]. Diversi studi hanno infatti dimostrato il 
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legame tra l'esposizione prenatale di metamfetamina (MA) e metilendiossiamfetamina 
(MDMA) e un aumento dello stress fisiologico del feto dovuto soprattutto da crisi di 
astinenza [77-78]. Inoltre, recenti studi hanno confermato che l'esposizione prenatale alle 
amfetamine causa variazioni persistenti dei livelli fisiologici di dopamina e del metabolismo 
della serotonina [76], ritardo nella crescita intrauterina [79], problemi cognitivi e 
comportamentali [80-81]. 
A causa della crescente diffusione e utilizzo di amfetamine, nonché all'immissione sul 
mercato nero di sempre nuovi designer drugs amfetamini-simili, è fondamentale disporre di 
metodi bioanalitici sensibili e specifici per rilevare con precisione la presenza di tali sostanze 
in matrici fetali; ciò consente di poter valutare l'esposizione fetale a queste sostanze che 
possono essere assunte da donne spesso non ancora consapevoli della loro gravidanza. 
L'esposizione fetale può essere valutata analizzando diverse matrici biologiche come il 
meconio, il tessuto del cordone ombelicale e il liquido amniotico (LA). Essendo il LA costituito 
da un filtrato di sangue materno, i farmaci possono raggiungerlo per diffusione attraverso la 
placenta. Il LA ha una doppia funzione: da un lato funge da nutrimento del feto (che lo 
deglutisce a partire dalla sesta settimana), dall'altra ha la funzione di serbatoio delle sostanze 
di rifiuto, per lo più urina, prodotte del feto. É quindi facile comprendere come l'accumulo di 
xenobiotici nel LA causi un'esposizione continua del feto a causa del continuo ricircolo di 
queste sostanze. Un'altra via d'esposizione attraverso il LA è la diffusione transdermica, 
particolarmente rilevante nella prima parte della gravidanza, quando la pelle è poco 
sviluppata. 
L'unico svantaggio di questa matrice è rappresentato dall'invasività del prelievo; nonostante 
questo, è comunque facilmente reperibile come campione poiché viene normalmente 
prelevato (tramite amniocentesi) per delle analisi cliniche, eseguita per rilevare anomalie 
genetiche del feto. 
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di sviluppare e validare un metodo analitico 
sfruttando la cromatografia liquida accoppiata a uno spettrometro di massa tandem (LC-
MS/MS) per la determinazione e la quantificazione simultanea nel fluido amniotico di 13 
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derivati amfetaminici [3,4-metilendiossi-N-metilamfetamina (MDMA), 3,4-metilendiossi-N-
etilamfetamina (MDE), p-metossiamfetamina (PMA), p-metossimetamfetamina (PMMA), 
3,4,5-trimetossiamfetamina (TMA), 2,5-dimetossiamfetamina (DMA); 2,5 -dimetossi-4-
metilamfetamina (DOM); 2,5-dimetossi-4-etilamfetamina (DOET); 2,5-dimetossi-4-
bromoamfetamina (DOB); 2,5-dimetossi-4-bromofeniletilammina (2C-B), 2,5-dimetossi-4-
iodofeniletilammina (2C-I), 2,5-dimetossi-4-etiltiofeniletilammina (2C-T-2) e 2,5-dimetossi-4-
n-propiltiofeniletilammina (2C-T-7)], riportati in figura 8, ufficialmente riconosciuti come 
illeciti dalla Legislazione Italiana [82-83]. La validazione del metodo ha seguito un iter ben 
standardizzato, utilizzato in precedenza dal gruppo di ricerca [84]. 
É stata innanzitutto messa a punto una procedura di clean-up della matrice tramite 
estrazione in fase solida (SPE) utilizzando delle colonnine HLB per eliminare le interferenze 
della matrice.  
Successivamente sono state scelte le condizioni cromatografiche più idonee per la 
separazione dei designer drugs oggetto di studio e dello standard interno. 
Sono poi stati ottimizzati i parametri del metodo MRM per ogni singola molecola target e, una 
volta validato il metodo, è stato applicato all'analisi di 194 campioni reali di FA ottenutida 
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Figura 8 
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ANALISI LC-MS/MS 
 
L'analisi cromatografica è stata effettuata utilizzando un Shimadzu LC-20ADXR (Shimadzu 
Italia, Milano, Italia). La colonna utilizzata è una Kinetex C18 (50 x 2.1 mm, particle size 2.6 
µm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) dotata di pre-colonna (4 x 2.1 mm, particle size 2.6 µm, 
Phenomenex). Per l'eluizione è stato creato un gradiente con due solventi: A) acqua allo 0.1% 
di acido formico, e B) acetonitrile allo 0.1% di acido formico. Il gradiente era così costituito: 0-
6 min, gradiente lineare dal 10 al 90% B; 6-7.5 min, eluizione isocratica con il 90% B; 7,5-7,6 
min, dal 90 al 10% di B. La velocità del flusso utilizzata era di 0.3 ml/min. Il tempo totale della 
corsa cromatografica è stato di 12.5 min, di cui 5 min di riequilibrio alle condizioni iniziali 
(10% B) prima di ogni iniezione. 
Lo spettrometro utilizzato è un triplo quadrupolo  Applied Biosystem MDS Sciex (Concord, 
Ontario, Canada) API 2000, dotato di interfaccia Elettrospray (ESI). Per ciascun analita e per lo 
IS sono state effettuate delle infusioni alla concentrazione di 10 µg/ml sia in modalità di 
ionizzazione negativa che positiva per ottimizzare i parametri Elettrospray (ESI). Dagli 
esperimenti effettuati si è osservato che gli spettri acquisiti in modalità di ionizzazione 
positiva presentavano un'intensità maggiore, è stata quindi scelta questa modalità per la 
prosecuzione del lavoro. Gli spettri di massa ottenuti, hanno rivelato un picco molto intenso 
per gli ioni molecolari protonati. Questi ioni [M+1], riportati in Tabella 5, sono stati 
selezionati come precursori per ottimizzare i parametri di frammentazione dell'esperimento 
con i product ion: per ogni analita target sono stati selezionati due product ion; una 
transizione è stata utilizzata per la quantificazione, l'altra per la conferma dell'identità 
dell'analita. Per lo IS è stata selezionata una sola transizione. La temperatura della sorgente  
è stata fissata a 400 ° C. Il voltaggio del capillare è stato fissato a 5000 V, il curtain gas (CUR) è 
stato fissato a 6 unità arbitrarie così come il gas di collisione (CAD). I parametri ottimizzati MS 
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L'analisi qualitativa è stata effettuata seguendo le transizioni MRM selezionate e i rispettivi 
tempi di ritenzione. Affinché l'identificazione degli analiti all'interno dei campioni risulti 
positiva, sono stati stabiliti due differenti criteri che devono essere soddisfatti: il primo 
riguarda la necessità che i tempi di ritenzione ricadano entro il valore ± 0.20 min rispetto al 
tempo di ritenzione medio degli standard di riferimento; il secondo invece indica che il 
rapporto tra la transizione usata per la qualificazione e la transizione usata per quantificare 
deve rientrare nel ±30% della media del rapporto misurato dai valori ottenuti dai campioni 
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DP (V) FP (V) EP (V) CE (V) CXP 
(V) 
PMA 166.1 149.1 a 
121.1 b 




PMMA 180.1 121.1 a 
149.1 b 




TMA 226.2 209.2 a 
181.2 b 




DMA 196.2 151.2 a 
179.2 b 




DOM 210.2 193.2 a 
178.2 b 




DOET 224.2 207.2 a 
179.2 b 




DOB 274.0 257.0 a 
229.0 b 




2C-B 260.0 243.0 a 
228.0 b 




2C-I 308.1 291.1 a 
276.1 b 




2C-T-2 242.2 225.2 a 
134.2 b 




2C-T-7 256.2 239.2 a 
197.2 b 




MDMA  194.2 163.2 a 
105.2 b 




MDE  209.1 164.1 a 
  78.1 b 




IS 186,4 169,4 15 200 5 20 5 
a Ioni frammento utilizzati per la quantificazione; b Ioni frammento 
utilizzati per conferma DP: declustering potential; FP: focusing potential; 
EP: entrance potential; CE: collision energy; CXP: collision cell exit potential. 
64 
Antonio Carta 
“Determinazione analitica di designer drugs amfetamino-simili in matrici complesse” 
Tesi di Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo in Scienze Farmaceutiche, XXVIII ciclo 
 Università degli Studi di Sassari 
RACCOLTA DEI CAMPIONI 
I campioni di LA sono stati ottenuti da 194 donne che si sono sottoposte all'amniocentesi. 
Il consenso firmato da parte di ogni partecipante ha permesso la raccolta di un surplus di LA 
non utilizzato poi per i test genetici. I campioni, ognuno di circa 1000 μl, sono stati conservati 
a -80°C fino al momento dell'analisi. 
 
PREPARAZIONE DEL CAMPIONE 
Gli analiti sono stati estratti come segue: il campione (0.5 ml di LA + 0.5 ml di tampone 
ammonio acetato 25 mM pH 10) è stato fatto eluire su una colonnina SupelTM-Select HLB 
(30 mg/ml), precedentemente attivata e condizionata con 1 ml di metanolo e 1 ml di 
tampone ammonio acetato 25 mM (aggiustato a pH 10). Dopo il caricamento del campione, 
la colonna è stata lavata con 1 ml di acqua Milli-Q e 1 ml di metanolo al 5% in acqua ed infine 
portata a secco facendo passare una corrente d'aria per 5 min. Gli analiti sono stati poi eluiti 
con 1 ml di metanolo/acetonitrile (50/50) e l'eluato è stato evaporato sotto corrente di 
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VALIDAZIONE DEL METODO 
 
 
Il metodo è stato validato secondo le linee guida internazionali [86-87], utilizzando campioni 
di LA bianco ottenuti da fonti diverse. I parametri determinati sono stati: selettività, linearità, 
limite di determinazione (LOD), limite di quantificazione (LOQ), precisione, accuratezza, 
effetto matrice e la stabilità. 
L'ottimizzazione dei parametri analitici e la preparazione dei campioni, richiedono una 
separazione adeguata degli analiti e dello IS ma anche una buona risoluzione e un buon 
rapporto segnale rumore. La colonna HPLC a fase inversa utilizzata ci ha permesso di 
separare tutti gli analiti; ottenendo per ogni molecola un unico picco cromatrografico ben 
distinto dal rumore di fondo nell'intervallo di concentrazione tra 10 e 400 ng/ml. L'analisi 
qualitativa è stata eseguita seguendo due transizioni MRM per ogni analita (Tabella 5) ai 
tempi di ritenzione riportati in Tabella 6. Come ione quantificatore è stato selezionato lo ione 
più abbondante, mentre come qualificatore è stato preso in considerazione il secondo ione 
più abbondante. Per considerare positiva l'identificazione di un analita, è stato stabilito che il 
rapporto tra la transizione di qualificazione e la transizione di quantificazione doveva essere 
entro ±30% del rapporto misurato dalla media degli standard [85]. 
Una volta ottimizzati i parametri MRM, sono stati stabiliti tutti i parametri precedentemente 
citati per validare un metodo analitico. 
È stata innanzitutto valutata la selettività, questa è definita come la capacità di un metodo 
bio-analitico di misurare e differenziare inequivocabilmente gli analiti da altri componenti 
che ci si aspetta di ritrovare nel campione, come componenti della matrice e impurità [86]. 
È stata valutata analizzando 10 campioni bianchi di LA provenienti da diverse donatrici, 
estratti come descritto precedentemente. 
La presenza di possibili interferenze dovute da sostanze endogene o esogene è stata valutata 
monitorando i cromatogrammi MRM specifici per ogni analita di interesse e per lo IS, ai 
rispettivi tempi di ritenzione. L'assenza di interferenza dovuta dall’IS e dagli analiti è stata 
66 
Antonio Carta 
“Determinazione analitica di designer drugs amfetamino-simili in matrici complesse” 
Tesi di Dottorato in Scienze e Tecnologie Chimiche, indirizzo in Scienze Farmaceutiche, XXVIII ciclo 
 Università degli Studi di Sassari 
determinata anche analizzando tre campioni bianchi di LA fortificati col solo IS, e tre 
campioni bianchi fortificati solo con gli analiti. 
Si è passati poi alla costruzione delle curve di calibrazione per ogni analita; i campioni  di LA 
bianco, fortificati con appropriate quantità degli analiti testati a 6 differenti concentrazioni 
(10, 25, 50, 100, 200, 400 ng/ml), sono stati estratti e analizzati come descritto 
precedentemente. 
I coefficienti di correlazione (r) sono stati testati su un set di cinque curve di calibrazione. Il 
criterio di accettazione per una curva di calibrazione è stato  un r di 0.990 o superiore [87]. Le 
curve di calibrazione utilizzate per l'analisi hanno presentato intervalli di linearità accettabili 
e coefficienti di correlazione (r) superiori a 0,99 per tutti gli analiti target (Tabella 6) (figura 
9).  
Dopo la costruzione delle curve di calibrazione sono stati calcolati il LODLOQ seguendo il 
metodo del rapporto segnale/rumore (S/N) analizzando dei campioni bianchi estratti come 
descritto precedentemente. I valori di LOD e LOQ ottenuti vanno rispettivamente da 3 a 6 
ng/ml e da 9 a 20 ng/ml (Tabella 6). 
La precisione del metodo, espressa in termini di deviazione standard percentuale relativa 
(RSD), è stata valutata a tre diverse concentrazioni (25, 200 e 400 ng/ml); la deviazione 
standard del campione (SD) è stata calcolata 5 volte per ogni livello di concentrazione 
nell'arco della stessa giornata per ottenere la precisione intraday, e in 5 giorni consecutivi per 
la precisione interday. La precisione intra- ed inter-day è risultata essere accettabile in 
quanto inferiore al 15% (Tabella 7). 
L'accuratezza, espressa come percentuale di recupero, è stata determinata analizzando 
campioni di LA fortificati a tre diverse concentrazioni (25, 200 e 400 ng/ml). Il recupero è 
stato calcolato come rapporto tra la concentrazione dell'analita recuperato e la 
concentrazione nominale (calcolato analizzando campioni standard nella fase mobile iniziale 
alla stessa concentrazione). 
I recuperi sono stati tra i 72.3 e il 96.1% (Tabella 7). La Figura 10 illustra un cromatogramma 
registrato dopo l'estrazione SPE per un campione di LA bianco, mentre in Figura 11 è 
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riportato il cromatogramma di un campione di LA bianco fortificato con gli analiti di 
interesse. La separazione cromatografica di tutti i composti è stata raggiunta in 4 min. 
Un campione di LA bianco è stato iniettato subito dopo il punto più alto della curva di 
calibrazione per valutare il carry over, che è risultato essere nullo. 
La stabilità è stata valutata iniettando gli estratti dopo 24 ore di riposo a temperatura 
ambiente. La variazione rispetto all’analisi dell’estratto fresco era inferiore al 20%. 
Per concludere la validazione del metodo è stato anche calcolato l'effetto matrice [88-89]. 
L'effetto matrice è stato calcolato con il metodo della fortificazione post estrazione [90]: 
nove campioni di LA sono stati estratti come precedentemente descritto e fortificati con una 
miscela di analiti a tre diverse concentrazioni (25, 200 e 400 ng/ml); i risultati ottenuti sono 
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Tabella 6  











PMA 2.30   0.999±0.014 y= 4.9197x – 0.0695 19 6 
PMMA 2.57   0.998±0.017 y= 1.7031x – 0.1245 18 6 
TMA 2.17   0.997±0.012 y= 1.6812x + 0.2365 13 4 
DMA 2.59   0.999±0.024 y= 0.9591x - 0.0271 20 3 
DOM 3.15   0.998±0.011 y= 1.108x + 0.0493 19 6 
DOET 3.73   0.999±0.008 y= 0.9164x + 0.1573 15 5 
DOB 3.52   0.999±0.013 y= 1.922x + 0.1807 19 6 
2C-B 3.03 0.998±0.015  
 
y= 2.2895x + 0.1515 19 6 
2C-I 3.39   0.999±0.011 y=1.6691x + 0.1811 12 4 
2C-T-7 3.87 0.998±0.013  
 
y= 0.9736x + 0.2057 14 5 
2C-T-2 3.27   0.999±0.016 y= 1.2307x + 0.1785 13 4 
MDMA 2.49   0.999±0.009 y= 1.0967x – 0.2097 10 3 
MDE 2.85   0.999±0.021 y= 0.9819x – 0.2373 9 3 
 
tR: tempo di ritenzione;  SD: deviazione standard; LOQ: limite di 
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Table 7 
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APPLICAZIONE A CAMPIONI REALI 
 
Il metodo riportato è stato applicato all'analisi di 194 campioni reali di FA umano ottenuto da 
donne in gravidanza che hanno fornito il consenso informato per l'utilizzo dei campioni. I 
risultati ottenuti sono stati confrontati con i dati raccolti dai questionari compilati da ogni 
singola paziente nei quali veniva richiesto se si avesse fatto uso di farmaci o altre sostanze 
durante la gravidanza. Tutte le madri non hanno indicato l'utilizzo di nessuna sostanza 
stupefacente e i risultati delle analisi lo hanno confermato. 
 
In conclusione possiamo dire che Il metodo analitico è stato validato secondo le linee guida 
internazionali; permette di quantificare con elevata sensibilità le 13 amfetamine target nel 
LA. Pertanto è un metodo affidabile, utilizzabile in ambito ospedaliero per verificare se la 
madre ha assunto tali sostanze durante la gravidanza, e permettere quindi un intervento 
medico tempestivo per la salvaguardia della salute di feto e madre. Il presente metodo è il 
primo che descrive un metodo affidabile, sensibile e ripetibile per la determinazione 
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Figura 9 
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Figura 10 
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Figura 11 
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MESSA A PUNTO E VALIDAZIONE DI UN METODO ANALITICO PER 
L’ESTRAZIONE DALLA MATRICE CHERATINICA DI 11 DESIGNER DRUGS 
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INTRODUZIONE AL LAVORO 
 
Il plasma e l’urina sono le matrici convenzionali più comunemente usate per i test sulle 
sostanze d’abuso. Una matrice alternativa di sempre più grande interesse è rappresentata 
dalla matrice cheratinica e in particolare il capello. L’analisi di questa matrice infatti 
rappresenta un potente strumento nel campo della tossicologia forense e clinica; è stata 
introdotta per valutare l'esposizione alle più svariate sostanze tossiche in diversi campi 
(esposizione cronica ad inquinanti ambientali [91], uso di sostanze illecite [92-94] nell’ambito 
di test anti-droga sul posto di lavoro, rinnovo della licenza di guida, analisi tossicologiche post 
mortem). Il capello è una matrice biologica complessa [95], ma presenta numerosi vantaggi 
rispetto alle matrici tradizionali  [96]. In primo luogo con le analisi sul capello è possibile 
rilevare l’esposizione a xenobiotici in una finestra temporale piuttosto ampia poiché questi 
vengono assorbiti e rimangono nella matrice stessa senza alterazioni significative per tempi 
molto lunghi [97-98]. In ambito forense questa peculiarità consente una potenzialità 
applicativa fondamentale: assumendo un ritmo di crescita medio di circa 1 cm al mese, con 
una ciocca della lunghezza di 12 cm si potrà dimostrare l'assunzione di droghe nell'arco di un 
anno, e stabilirne quindi un utilizzo cronico. L’incorporazione di xenobiotici nella matrice 
cheratinica è ancora oggetto di studio. Secondo le teorie più recenti l'incorporazione avviene 
secondo due differenti meccanismi: il primo per contatto diretto tra lo xenobiotico presente 
nel circolo sanguigno che irrora il bulbo pilifero e il capello durante l’istogenesi [99], il 
secondo per contatto tra gli xenobiotici presenti nel sudore e il capello, sia quando questo è 
in fase di crescita che quando è già spuntato [100]. Per comprendere come avvenga il primo 
tipo di incorporazione bisogna prendere in considerazione quelle che sono le fasi di crescita 
del capello. 
Il ciclo follicolare viene diviso in tre fasi: anagena, catagena e telogena. I capelli non si 
trovano tutti nella stessa fase ma crescono con modalità e ritmi differenti. 
Durante la fase anagena, detta anche fase di crescita, si verificano alcune modificazioni a 
livello cellulare. Il follicolo si trova in piena attività proliferativa ed il capello cresce 
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mediamente di 0.3-0.4 mm al giorno. La durata di questa fase è generalmente compresa tra i 
2 ed i 7 anni ed è pesantemente influenzata da fattori ereditari e sessuali (più lunga nella 
donna, più corta nell'uomo). 
La fase catagena, o detta anche di involuzione, dura mediamente intorno alle 2-3 settimane 
ed è la fase di stasi del capello: durante questo periodo il follicolo arresta la sua attività 
proliferativa ed il capello non si allunga più. Durante l’ultima fase, chiamata telogena o fase 
di riposo, il follicolo viene completamente inattivato. Il capello si trova ancora all'interno del 
follicolo ma ancorato da deboli legamenti intercellulari che presto cederanno sotto la spinta 
del nuovo capello. Al termine di questa fase, infatti il follicolo riprende la sua attività 
entrando nella fase anagena e generando un nuovo capello. La durata media di questo 
periodo è di tre mesi. 
Secondo la prima teoria dunque l’incorporazione di xenobiotici può avvenire esclusivamente 
nella fase anagena. 
Il secondo modello di incorporazione di xenobiotici nella matrice cheratinica raccoglie forse 
maggior consenso tra la comunità scientifica. Questo si basa sul fatto che una minima 
quantità di sostanza sia incorporata a livello del circolo sanguigno del bulbo pilifero, mentre 
la maggior fonte di incorporazione proverrebbe dal contatto con xenobiotici presenti nel 
sudore e dalla escrezione transdermica via strato corneo, sia durante la fase di crescita del 
capello, sia nelle fasi successive. 
In base a quest’ultima teoria, non esisterebbero zone del capello inaccessibili. È stato difatti 
dimostrato che dei capelli immersi in una soluzione acquosa contenente xenobiotici, 
risultano positivi all’analisi di queste sostanze nonostante i normali processi di lavaggio e 
purificazione esterna della matrice che vengono eseguiti prima dell’analisi [101]. 
Una volta penetrati all'interno del capello gli xenobiotici vanno ad accumularsi in 
determinate componenti della matrice; in principio si riteneva che si concentrassero sulla 
membrana cellulare o negli spazi intercellulari delle cellule della matrice, ma secondo più 
studi recenti [100-103] gli xenobiotici vengono catturati dai granuli di melanina, a causa delle 
capacità adsorbenti di questo polimero. 
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La melanina è prodotta all'interno dei melanociti, una popolazione cellulare che a causa del 
suo caratteristico  pH interno acido, favorisce l'accumulo di sostanze di natura basica (come 
buona parte delle più comuni sostanze d'abuso). Si ipotizza dunque la formazione di un 
complesso melanina-xenobiotico stabile nel tempo. Questa teoria è confermata da molti 
studi nei quali viene evidenziata che la concentrazione di diverse sostanze come cocaina, 
metadone e altri farmaci è maggiore nei capelli con pigmentazione rispetto a quelli che ne 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
Secondo quanto detto, in ambito forense la matrice cheratinica presenta dei notevoli 
vantaggi rispetto alle matrici definite “convenzionali”. Si tratta di una matrice soggetta ad 
adulterazione e i risultati che derivano dalla sua analisi sono meno compromessi da astinenza 
a breve termine; inoltre il suo campionamento non è invasivo e il campione è durevole, 
stabile e facile da conservare. 
D'altra parte, uno degli svantaggi più importanti riguarda la reperibilità dei materiali di 
controllo di qualità (QCMs); questi non sono sempre disponibili, ed è molto difficile ottenerli 
soprattutto se si parla di nuovi “designer drugs”. Dati di letteratura riportano che è possibile 
utilizzare QCMs in-house e utilizzare peli di ratto per gli esperimenti in vivo, qualora non 
fosse possibile effettuarli su soggetti umani [105-106]. Anche se l'aspetto e la struttura dei 
capelli umani e quella dei peli del ratto sono diversi, i farmaci e i loro metaboliti vengono 
incorporati in entrambi, con una maggiore affinità per i capelli/peli pigmentati [97]. 
In letteratura sono descritti alcuni metodi per la determinazione nei capelli di varie sostanze 
d’abuso. In questi metodi sono utilizzate diverse tecniche quali la GC-MS [107-109] e la 
cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di massa LC-MS [110-112].  
Il nostro obiettivo è stato quello di sviluppare un metodo analitico per la determinazione e la 
quantificazione simultanea nel capello di 11 amfetamine (p-metossiamfetamina, PMA; p-
metossimetamfetamina, PMMA; 3,4,5-trimetossiamfetamina, TMA; 2,5-
dimetossiamfetamina, DMA; 2,5-dimetossi-4-metilamfetamina, DOM; 2,5-dimetossi-4-
etilamfetamina, DOET; 2,5-dimetoosi-4-bromoamfetamina, DOB; 2,5-dimetossi-4-bromo-
feniletilammina, 2C-B; 2,5-dimetossi-4-iodofeniletilammina, 2C-I, 2,5-dimetossi-4-
etiltiofenetilammina, 2C-T-2; 2,5-dimetossi-4-n-propiltiofenetilammina, 2C-T-7. ufficialmente 
riconosciute come illecite dalla normativa italiana [82-83]. Il metodo, opportunamente 
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ANALISI LC-MS/MS 
 
L’analisi cromatografica è stata svolta utilizzando un Shimadzu LC-20ADXR (Shimadzu Italia, 
Milano, Italia). La separazione cromatografica è stata effettuata su una colonna Kinetex PFP 
(75 x 2.1 mm di diametro, particle size 2.6 µm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) dotata di 
una precolonna (4 x 2.1 mm di diametro, particle size 2.6 µm. Phenomenex). Per l’eluizione è 
stato creato un gradiente costituito da due differenti solventi, il solvente A, costituito da 
0,1% di acido formico in acqua, e il solvente B costituito da 0,1% di acido formico in 
acetonitrile. Il gradiente e stato così formato: 10% B come fase mobile iniziale; 0-6 min, 
gradiente lineare dal 10 al 70% B. Flusso: 0.3 ml/min. Prima di ogni iniezione è prevista una 
riequilibratura di 5 min alle condizioni iniziali (10% B). Lo spettrometro di massa utilizzato è 
stato un triplo quadrupolo API 2000 della Applied Biosystem MDS Sciex (Concord, Ontario, 
Canada), dotato di un’interfaccia di ionizzazione elettrospray (ESI). Per ottimizzare i 
parametri di massa è stata effettuata un’infusione di ciascun analita e dello standard interno 
(10 µg/ml) in modalità di ionizzazione positiva e negativa. Si è quindi deciso di acquisire gli 
spettri in scansione utilizzando la modalità di ionizzazione positiva, poiché si è osservato che 
presentavano un’intensità di segnale più significativa. Gli spettri di massa hanno rivelato 
picchi intensi per quanto riguarda gli ioni molecolari protonati [M+1], che sono stati 
selezionati come ioni precursori e successivamente frammentati per ottenere gli ioni figli. 
Sono dunque stati selezionati gli ioni figli con la maggiore intensità. In questo modo, è stato 
possibile sviluppare un esperimento MRM per quantificare gli analiti. Per ogni amfetamina 
sono state selezionate due transizioni: una transizione è stata considerata per la 
quantificazione, e una come ulteriore conferma dell’identità della molecola; per lo standard 
interno è stata selezionata una sola transizione. Le transizioni degli ioni precursori (parent 
ion) e degli ioni frammento (fragment ion) sono riportate in Tabella 8. 
La temperatura della sorgente di ionizzazione è stata fissata a 400 °C. La tensione dello 
ionizzatore spray è stata fissata a 5 000 V, il curtain gas (CUR) è stato fissato a 6 unità 
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arbitrarie e il gas di collisione (CAD) a 6 unità arbitrarie. I parametri MS ottimizzati sono 
riportati in Tabella 8. L'acquisizione dei dati è stata eseguita utilizzando la versione del 
software Applied Biosystem Analyst 1.6. La quantificazione è stata effettuata utilizzando il 
software Applied Biosystem  MultiQuant versione 2.1, utilizzando il metodo dello standard 
interno. 
Tabella 8  







CE (V) CXP (V) DP (V) FP (V) EP (V) 






10 200 6.0 






15 200 6.0 






15 200 4.0 






15 200 8.0 






10 200 6.0 






11 300 4.0 






15 300 5.0 






15 300 4.0 






15 300 5.0 






15 200 5.0 






15 300 5.0 
IS  186.4  169.4  20  5  
 
186,4 169,4 20 5 15 200 5 
a Ioni frammento utilizzati per la quantificazione; b Ioni frammento utilizzati per  
conferma; DP: declustering potential; FP: focusing potential; 
EP: entrance potential; CE: collision energy; CXP: collision cell exit potential 
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PREPARAZIONE DEI QCMS 
 
Come spiegato precedentemente, i QCMs sono fondamentali per lo sviluppo e la validazione 
di metodi analitici, ma non sono sempre disponibili in commercio, in particolare per nuovi 
designer drugs. Pertanto, qualora questi non siano reperibili, è necessario sviluppare QCMs 
in-house. In letteratura sono presenti lavori nei quali vengono riportate le procedure per la 
preparazione di QCMs per i capelli [113]; con riferimento a queste procedure è stato messo a 
punto un metodo per la preparazione di tali campioni con le amfetamine oggetto di studio. 
 
 
PROCEDURA DI LAVAGGIO 
 
I campioni di capelli, provenienti da un soggetto sano che non ha mai assunto le sostanze 
oggetto di studio, sono stati sottoposti ad una decontaminazione iniziale lavandoli due volte, 
prima con acetonitrile e poi con acqua Milli-Q. L'acetonitrile è stato scelto  in quanto, 
essendo un solvente aprotico, non gonfia i capelli e quindi non estrae sostanze dalla matrice 
[114]. Il lavaggio dei campioni di capelli prima dell'analisi ha due scopi principali: rimuovere i 
prodotti per la cura dei capelli, sudore, sebo o materiale superficiale che potrebbero 
interferire con l'analisi, e rimuovere i contaminanti esterni eventualmente adesi sulla 
superficie. Dopo la completa rimozione del solvente di lavaggio, i peli sono stati asciugati a 
temperatura ambiente in corrente di azoto e successivamente tagliati con le forbici in piccoli 
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PROCEDURA DI FORTIFICAZIONE 
 
Aliquote di 100 mg di capelli sono state accuratamente pesate e immerse in 2 ml di una 
miscela costituita da acqua Milli-Q e una soluzione 0.02 N di HCl in dimetilsolfossido in 
rapporto 1/1, contenente gli analiti di interesse alla concentrazione di 50, 5 e 0.5 µg/ml, 
corrispondenti a 1000, 100, e 10 ng/mg. Il dimetilsolfossido è un vettore penetrante, migliora 
l'assorbimento e l'incorporazione dei farmaci nei capelli. I peli, totalmente immersi e 
periodicamente mescolati, sono rimasti a bagno per quattro settimane. Al termine di questo 




PROCEDURA DI ESTRAZIONE 
 
Il campione di peli (100 mg) è stato trasferito in un pallone contenente 10 ml di HCl 1% in 
metanolo ed agitato a 38°C per 20 h. Grazie alla protonazione, le amfetamine sono ben 
estratte in ambiente acido. I peli sono stati quindi filtrati, e il filtrato è stato evaporato a 
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VALIDAZIONE DEL METODO 
 
Il metodo è stato validato seguendo le linee guida “Guidelines for drug testing in hair” 
pubblicato dalla Society of Hair Testing [96]. I parametri determinati sono stati selettività, 
sensibilità, effetto matrice e linearità. La selettività è stata valutata analizzando un pool di 
campioni di capelli drug-free ottenuti da fonti diverse. I campioni (n = 10) sono stati estratti 
ed analizzati come descritto precedentemente. La presenza di possibili interferenze di 
sostanze endogene è stata aggirata mediante il monitoraggio dei cromatogrammi MRM 
specifici per ciascun composto al tempo di ritenzione previsto.  
L'analisi qualitativa è stata eseguita prendendo in considerazione i tempi di ritenzione e le 
due transizioni MRM. Come già spiegato, per la quantificazione degli analiti target, sono state 
selezionate le transizioni con maggiore intensità di segnale. Per ulteriore conferma 
dell'identità della molecola, è stata scelta anche un'altra transizione con funzione 
qualificatrice. I tempi di ritenzione per tutti gli analiti sono riportati nella Tabella 9. Per 
l'identificazione positiva di ciascun analita è stato stabilito che il rapporto tra la transizione di 
qualificazione e la transizione quantificazione doveva essere compreso tra ±30% del rapporto 
medio misurato dagli standard [85]. 
Per la costruzione delle curve di calibrazione, i campioni di capelli bianchi sono stati estratti e 
fortificati con quantità note di ciascun analita a cinque livelli di concentrazione. 
Le equazioni di regressione hanno presentato un andamento lineare entro l'intervallo di 
concentrazione testato (20-500 ng/ml, corrispondenti a 0.2-5.0 ng/mg) con ottimi coefficienti 
di correlazione che hanno superato il valore di 0.996 per tutti gli analiti (Tabella 9) (Figura 
12). Il LOD e il LOQ, calcolati utilizzando il criterio segnale-rumore di fondo, rispettivamente 
di 3 e 10 [21], sono risultati essere rispettivamente di 0.03-0.06 ng/mg e 0.09-0.19 ng/mg 
(Tabella 9). Questi livelli di sensibilità sono adatti per la conferma della presenza degli analiti 
target nei capelli in ambito tossicologico e forense, in quanto il valore di cut-off per le 
amfetamine in questa matrice è stato stabilito a 0.2 ng/mg [12].  
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Il metodo è stato anche valutato per determinare l'effetto di potenziamento o soppressione 
ionica della matrice [91-92]. L’effetto matrice è stato determinato con il post extraction 
addition method [93]: un pool di 9 campioni di peli drug-free sono stati estratti come 
descritto in precedenza e successivamente fortificati con gli analiti a tre diverse 
concentrazioni (20, 200 e 400 ng/ml, corrispondenti a 0.2, 2.0, e 4.0 ng/mg). Ogni analisi è 
stata ripetute tre volte. La percentuale dell’effetto matrice è stata calcolata secondo 
l'equazione utilizzata nel capitolo precedente. 
L’effetto matrice è risultato essere sempre inferiore a -15%, tutti i dati ottenuti sono riportati 
in Tabella 10. Per quanto riguarda la ripetibilità, espressa come deviazione standard relativa 
percentuale (RSD), è stata valutata a tre diversi livelli di concentrazione, ripetendo le analisi 
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Tabella 9 












TMA 2.55 0.9970.024 y=0.601x+0.095 0.13 0.04 
PMA 2.81 0.9980.028 y=0.860x+0.090 0.19 0.06 
PMMA 3.21 0.9990.023 y=2.04x+0.144 0.10 0.03 
DMA 3.25 0.9990.015 y=1.83x+0.122 0.18 0.06 
2C-B 4.16 0.9960.016 y=0.320x+0.021 0.21 0.07 
DOM 4.20 0.9980.057 y=1.56x+0.154 0.09 0.03 
2C-T-2 4.47 0.9980.031 y=1.14x+0.092 0.19 0.06 
2C-I 4.49 0.9970.015 y=0.382x+0.057 0.19 0.06 
DOB 4.56 0.9990.003 y=0.430x+0.027 0.13 0.04 
DOET 5.06 0.9990.041 y=1.83x+0.174 0.12 0.04 
2C-T-7 5.27 0.9990.008 y=1.33x+0.133 0.19 0.06 
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RECUPERI NEI QCMs IN-HOUSE 
 
La Tabella 11 illustra i risultati dell’estrazione e quantificazione dei QCMs in house. Questi 
dati sono in accordo con quelli riportati da Lee et al [113], che ha recuperato nella matrice 
fortificata livelli di amfetamine 1000 volte inferiori rispetto alla concentrazione dei campioni 
standard usati per la fortificazione. In  Figura 13 è riportato il cromatogramma di un estratto 
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Tabella 11 
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Figura 12 
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Figura 13 
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STUDI IN VIVO 
 
Il metodo sviluppato è stato applicato ad uno studio in vivo per determinare l'accumulo 
degli analiti target nei peli del ratto. Gli animali utilizzati sono ratti maschi Lister Hooded 
outbread di sette settimane, ottenuti da Harlan Laboratories (Indianapolis, IN, USA) 
(Figura 14). Gli animali sono stati alloggiati in gabbie metaboliche per evitare la 
contaminazione del pelo con urine e saliva, a temperatura ambiente (24 ± 1 ° C) e umidità 
(60 ± 5%) costanti, con un ciclo luce/buio di 12 ore. Prima della somministrazione delle 
amfetamine, i peli sono stati rasati con un rasoio elettrico dalla nuca e dalla regione 
dorsale. Dopo tre giorni, ogni gruppo ha ricevuto una dose orale di un’amfetamina (2.5 
mg/kg) una volta al giorno per cinque giorni consecutivi. Quattro settimane dopo il 
trattamento finale, i peli appena cresciuti sono stati raccolti dalle aree precedentemente 
rasate prima della somministrazione, e i peli scuri e bianchi sono stati campionati 
separatamente.  
Sia i peli scuri che quelli bianchi sono stati analizzati per determinare se vi fosse un 
accumulo diverso tra i capelli pigmentati e non pigmentati. Per quanto riguarda l'analisi 
dei peli scuri, tutte le amfetamine tranne la PMMA sono state trovate in concentrazione 
quantificabile compresa tra 23-130 ng/100mg (Tabella 12). La PMMA è stata rilevata a 
concentrazioni al di sotto del valore del LOQ. Un dato interessante è che nei peli scuri dei 
ratti trattati con la PMMA, è stata trovata anche la PMA; ciò è probabilmente dovuto al 
metabolismo in vivo, che provoca una N-demetilazione della PMMA a PMA [115]. Per 
quanto riguarda i peli bianchi, non è stata rilevata nessuna delle amfetamine analizzate. 
Questo risultato è coerente con quanto riportato in letteratura: è ben noto che i capelli 
pigmentati incorporano più facilmente gli xenobiotici rispetto ai capelli non pigmentati. La 
melanina è il componente che determina la pigmentazione; è un polimero caratterizzato 
da un elevato contenuto di siti anionici (gruppi carbossilici). Non è da trascurare 
l'influenza dell'ambiente ionico sulla capacità della sostanza organica di legarsi alla 
melanina; difatti, farmaci con proprietà cationiche (come le amfetamine) sembrano 
legarsi alla melanina tramite forze elettrostatiche tra cariche negative della matrice e la 
carica positiva della molecola [116]. Un'altra caratteristica che migliora l’accumulo del 
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farmaco nei capelli è la presenza di anelli aromatici, che sviluppano l'interazione non 
elettrostatica con gli anelli aromatici (nuclei indolici) della melanina. Le amfetamine sono 
ammine organiche che hanno tutte le caratteristiche sopra descritte; ciò spiega il motivo 
per cui sono state ritrovate solo nei capelli pigmentati. 
 
 
Tabella 12   
Concentrazione degli analiti target nei peli dei ratti dopo somministrazione orale 
 
Compound Concentration (ng 100mg-1) 
PMA 87 0.15 
PMMA 23 0.11 
TMA 72 0.31 
DMA 130 0.29 
DOM 70 0.17 
DOET 90 0.15 
DOB 85 0.21 
2C-B 37 0.20 
2C-I 45 0.12 
2C-T-2 25 0.14 
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In conclusione possiamo affermare che il lavoro svolto può essere ritenuto soddisfacente 
in quanto l'assenza di interferenze da parte della matrice, insieme con l’eccellente 
ripetibilità dei tempi di ritenzione e delle abbondanze relative delle transizioni di 
conferma, ha permesso la corretta identificazione di tutti gli analiti target. Il metodo è 
lineare per il range di concentrazione testata (dal LOQ a 500 ng/ml, corrispondenti a 5 
ng/mg) con ottimi coefficienti di correlazione. Per quanto riguarda l'analisi quantitativa, il 
metodo sviluppato permette di quantificare quantità molto basse delle amfetamine 
studiate, considerando gli eccellenti valori ottenuti di LOD e LOQ, inferiori ai cut-off 
raccomandati dalla Society of Hair Testing per questa classe di composti [97]. Con la 
sperimentazione in vivo è stato possibile evidenziare le differenze tra l'accumulo di analiti 
target nei peli dei ratti pigmentati e non pigmentati, con concentrazioni 
significativamente superiori al cut-off. Il metodo sviluppato può essere quindi utilizzato 
per scopi forensi e tossicologici, nella rilevazione e quantificazione di queste amfetamine 
illecite nei capelli umani nei test anti-droga sul posto di lavoro, nelle indagini su crimini 
compiuti sotto l’effetto di sostanze stupefacenti, per il rinnovo della patente, per valutare 
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CONCLUSIONI 
 
Il lavoro sviluppato in questi tre anni di dottorato ha permesso di sviluppare e validare tre 
differenti metodi analitici per l’identificazione e la quantificazione di molecole 
amfetamino-simili in tre differenti matrici biologiche.  
L'uso ricreativo e illecito di amfetamine è un problema che riguarda tutto il mondo: sono 
sostanze saldamente affermate sul mercato globale della droga illegale e il loro uso 
continua ad aumentare esponenzialmente.  
In questo contesto diventa sempre più importante disporre di differenti metodi analitici 
in maniera tale da poter verificare l’uso di queste sostanze sia nei controlli anti-droga di 
routine che nell’ambito della tossicologia forense. 
È altresì importante avere la possibilità di applicare questi metodi in ambito clinico dove  
la rapidità di analisi è spesso un passo critico che può fare la differenza tra la vita e la 
morte del paziente. 
Lo sviluppo di questi metodi ci permette quindi di avere a disposizione delle metodologie 
analitiche veloci sensibili e affidabili, fondamentali per poter svolgere una fase di 
monitoraggio dell’evoluzione del mercato nero delle sostanze stupefacenti, ma anche di 
avere una sicurezza nella gestione delle emergenze cliniche e un apporto di non 
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